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1. RESUMEN 
Un 70% de los pacientes con cáncer de pulmón no células pequeñas 
(NSCLC) estadio I fallecen de su enfermedad en los primeros cinco años del 
diagnóstico. Hoy en día se aplican únicamente criterios clínicos a la hora de 
decidir la indicación de tratamiento adyuvante con quimioterapia tras la cirugía. 
Buscando otros factores pronósticos, se han descrito como factores de mal 
pronóstico las células madre tumorales (CMT). Se trata de un grupo de células 
con capacidad tumorogénica, de autorrenovación y de diferenciación, así como 
de recidiva y migración. Dos de los marcadores utilizados para identificar estas 
CMT son la aldehído deshidrogenasa 1 (ALDH1) y el CD133. 
Hemos realizado un estudio retrospectivo en 78 pacientes intervenidos 
de un NSCLC estadio I en pacientes del Hospital Universitario Puerta de Hierro 
entre los años 2004 y 2009 que no hubieran recibido tratamiento adyuvante con 
quimioterapia, y con un tiempo mínimo de seguimiento de 24 meses. 
Determinamos mediante técnicas de inmunohistoquímica la expresión de ALDH1 
y CD133, así como las mutaciones EGFR en los adenocarcinomas. Analizamos 
la relación entre ALDH1 y CD133 con las distintas variables clinicopatológicas, 
así como con la supervivencia de estos pacientes. 
Encontramos diferencias entre los dos marcadores con los distintos 
subtipos histológicos, siendo la expresión de ALDH1 más frecuente en los 
carcinomas escamosos y del CD133 exclusivo en los adenocarcinomas. No 
encontramos co-expresión de los dos marcadores de CMT en ninguno de los 
casos que analizamos. Tampoco encontramos asociación entre la expresión de 
ALDH1 y CD133 y otros factores de mal pronóstico, como son el alto grado de 
diferenciación, el tamaño tumoral o la invasión de la pleura visceral. Además, no 
observamos diferencias en la supervivencia de los pacientes en función de la 
expresión de ALDH1 y CD133. Describimos por primera vez la expresión nuclear 
de ALDH1 y su probable relación con un mejor pronóstico en estos pacientes. 
Por otra parte, la tasa de mutaciones del EGFR es similar a la descrita en 
individuos con enfermedad metastásica, sin encontrar tampoco relación con la 
expresión de ALDH1 y CD133. Por todo ello, podemos afirmar que la 
combinación del análisis inmunohistoquímico de ALDH1 y CD133 en NSCLC 
estadio I no puede utilizarse para identificar CMT.  
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2. INTRODUCCIÓN 
 
El cáncer de pulmón es el tumor más frecuente en todo el mundo, 
exceptuando el de la piel, con aproximadamente 1.400.000 nuevos casos al año. 
Representa el 16,6% de todos los tumores de los hombres y el 7,6% de las 
mujeres. 
El 55% de los pacientes con cáncer de pulmón se diagnostican en un 
estadio avanzado, un 30% presentan invasión ganglionar regional y solo un 15% 
lo hacen en estadio precoz, siendo la cirugía el tratamiento de elección para este 
último grupo de pacientes.  
Un 40% de los pacientes sobreviven más de cinco años tras la cirugía1, 
pero la mayoría fallecen con enfermedad sistémica. La recidiva local tiene lugar 
en un 5-20% de los pacientes dependiendo del estadio anatomopatológico del 
tumor2. Un 50% de las recurrencias se diagnostican en los primeros 24 meses 
tras el tratamiento curativo y más del 90% en los primeros cinco años3.  
El carcinoma no células pequeñas de pulmón supone el 85% de los 
casos del total de cánceres de pulmón y los principales tipos histológicos son el 
carcinoma escamoso y el adenocarcinoma. En los últimos años, la incidencia de 
estos subtipos ha cambiado, observándose un aumento en el número de casos 
de adenocarcinoma. El cambio en el hábito tabáquico se ha apuntado como un 
posible agente causal.  
Asistimos al desarrollo de marcadores pronósticos y predictores de 
respuesta en la enfermedad avanzada, como son la sobreexpresión y la 
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presencia de mutaciones del EGFR, la sobreexpresión del HER2/neu o, más 
recientemente, la translocación de ALK. 
En el año 1995 se publicó el primer metaanálisis que demostró un 
beneficio absoluto del 5% al añadir quimioterapia a la cirugía, un 2% a la 
radioterapia radical y un 10% al tratamiento paliativo4 
Tanto en los estadios II como en el IIIA, está indicado el tratamiento 
adyuvante con quimioterapia basada en platinos, con beneficio tanto en la 
supervivencia libre de progresión como en la supervivencia global. 
Más discutido es el tratamiento adyuvante del estadio I. Ni el 
metaanálisis LACE (Lung Adyuvant Cisplatin Evaluation), ni ninguno de los 
ensayos clínicos randomizados más importantes publicados recientemente 
(National Cancer Institute of Canada Clinical Trials Group JBR.10, NCIC-CTG 
JBR-10; Adjuvant Navelbine International Trialist Association trial, ANITA; 
International Adjuvant Lung Cancer Trial, IALT; Adjuvant Lung Project Italy, ALPI) 
han demostrado un beneficio significativo en el tratamiento de estos pacientes 
con platinos (HR 0.93; 95% CI 0.78 - 1.10). 
El ensayo clínico 9633 Cancer and Leykemia Group B (CALGB) se 
realizó únicamente sobre pacientes en estadio IB; tampoco se observó un 
beneficio en la supervivencia global con el tratamiento adyuvante con 
carboplatino/paclitaxel (HR 0.80; p=0.10). Sin embargo, hubo un subgrupo de 
pacientes que parecía beneficiarse del tratamiento tanto en términos de 
supervivencia libre de progresión como en supervivencia global (HR 0.62; 90% 
CI 0.44-0.89 y HR 0.66; 90% CI 0.045-0.97 respectivamente), y eran los tumores 
con un T igual o mayor de cuatro centímetros5 
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Por tanto, creemos que son necesarios otros criterios, aparte del tamaño 
del tumor, a la hora de indicar o no un tratamiento adyuvante en los estadios I. 
Para ello es crucial conocer de forma más profunda la biología de esta 
enfermedad y de los factores responsables de la recidiva, la persistencia tumoral 
o las metástasis. En este contexto, los avances y nuevos descubrimientos de la 
biología tumoral han demostrado que en muchos tumores, incluidos los de 
pulmón, se identifican células con propiedades de célula madre tumoral (CMT)6 
El concepto de la existencia de células madre (CM) que dieran lugar a 
tumores se propuso hace tiempo pero sólo recientemente se ha podido probar 
esta hipótesis. Según ésta, los tumores estarían formados, por un lado, por una 
subpoblación de células indiferenciadas, poco numerosas y con características 
de células madre como: capacidad de autorrenovación, capacidad 
tumorogénica, capacidad de diferenciación, resistencia terapéutica 
(quimio/radiorresistencia) y capacidad de recurrencia y metástasis. Por otro lado, 
la mayor parte de la masa tumoral estaría constituida por una gran población 
celular de progenie diferenciada proveniente de la anterior. Estas células 
carecerían de capacidad tumorogénica. La primera vez que se obtuvo una 
evidencia experimental que sustentara la existencia de CMT fue en 1997 en la 
leucemia mieloide aguda humana7 
Posteriormente, este concepto se ha ido extendiendo a los tumores 
sólidos. Se han observado células madre tumorales (CMT) en tumores malignos 
de la mama, del SNC, cáncer de próstata, melanoma, mieloma múltiple, 
adenocarcinoma de colon, cáncer de páncreas, ovario, vejiga, pulmón y en el 
carcinoma escamoso de la cabeza y el cuello6 
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Los métodos de identificación de las células madre tumorales (CMT) en 
las neoplasias sólidas son los mismos que los que se emplean en diferenciar en 
los tejidos normales las células madre (CM) de su progenie diferenciada. Estos 
métodos incluyen la expresión de determinados antígenos de superficie, la 
actividad aldehído deshidrogenasa (ALDH), el flujo de colorantes vitales por 
transportadores multidroga [Hoechst 33342] y la propiedad de estas células para 
agruparse formando esferas en cultivos celulares5. De todos estos métodos, el 
más empleado es la identificación de la expresión de determinados antígenos de 
superficie. Actualmente, sin embargo, hay poco consenso acerca de la utilidad 
del empleo de marcadores de superficie celular para la identificación de células 
con características de célula madre en muchos tejidos. En cáncer de pulmón se 
han estudiado con ese propósito el CD 133 y la nestina8, sin que su coexpresión 
tenga ningún impacto en la supervivencia ni en el tiempo libre de enfermedad.  
Debido a la falta de consenso acerca de la utilidad de los marcadores de 
superficie celular para identificar células con propiedades de CM, sería deseable 
el empleo de marcadores basados en las propiedades intrínsecas de las CM. 
Independientemente de su tejido de origen, las CM comparten la expresión de 
actividad aldehído deshidrogenada8 
La aldehído deshidrogenasa es una enzima detoxificadora, de la que 
hasta el momento se han descrito 19 isoformas9, responsable de la oxidación 
intracelular de aldehídos a ácidos carboxílicos. La ALDH1 (ALDH1A1) puede 
tener un papel en la diferenciación temprana o inicial de las células madre, a 
través de la oxidación del retinol en ácido retinoico. El ensayo de ALDEFLUOR 
® (ALDEFLUOR® assay) permite medir la actividad ALDH y fue desarrollado 
originalmente por Storms RW et al para detectar la actividad de la ALDH en 
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tejidos hematopoyéticos10. El reactivo ALDEFLUOR se sabe que actúa como 
sustrato para ALDH1A1. Se considera que la actividad de la ALDH1A1 puede 
ser un marcador común para ambos, células madre normal y cancerosas8. Más 
recientemente el ensayo de ALDEFLUOR® se ha aplicado con éxito en la 
detección de CM normales y tumorales en otros tejidos como la mama, 
carcinomas de mama, pulmón, vejiga, próstata, páncreas, ovario y en los 
carcinomas de cabeza y cuello3 11. Algunos autores consideran que estos 
resultados podrían convertir a esta técnica en un método generalizado para la 
caracterización, identificación y aislamiento de CM de diversos orígenes8. 
Es de gran importancia reseñar que la presencia de ALDH1A1 puede 
demostrarse también mediante técnicas de inmunohistoquímica, western blotting 
y fluorescencia9. Existe una clara correlación entre la inmunotinción in situ y el 
ensayo de actividad de ALDH1A1 con ALDEFLUOR®6. Se puede emplear un 
anticuerpo específico frente a ALDH1A1 para detectar las células madre 
tumorales en muestras clínicas incluidas en parafina12, lo que facilita su 
aplicación clínica6 12. 
En esta línea, grupos de investigadores independientes emplean la 
expresión de ALDH1A1 como un marcador pronóstico en distintos tipos de 
cánceres epiteliales: mama13, pulmón14, ovario15, páncreas16, vejiga17, 
carcinoma inflamatorio de mama 18 y próstata19. Estos grupos demuestran que 
en los tumores de mama13,18, pulmón14, páncreas16, vejiga17, próstata19 y serosos 
de ovario6, la expresión de ALDH1A1 en un gran número de células del tumor se 
asocia con menor supervivencia. Sin embargo, en otra serie de tumores de 
ovario, de tipo endometrioide, la expresión de ALDH1A1 se asoció con un 
pronóstico favorable15.  
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Es precisa la búsqueda de otros marcadores potenciales de células con 
características de CM. La identificación de células con características de CM 
mediante un único marcador puede sea insuficiente para la identificación de una 
población pura. En esta búsqueda se estudia el papel del CD133 como nuevo 
marcador de CMT con una potencial aplicabilidad clínico-pronóstica. 
CD133, también denominada prominina-1, es una glucoproteína de 
membrana, formada por cinco dominios transmembrana y dos bucles 
glicosilados extracelulares (Fig 1). El gen de CD133 está localizado en el 
cromosoma 4p15, una región que contiene genes relacionados con la 
homeostasis de la maduración celular, la tumorogénesis y la progresión del 
cáncer20. Además, está descrita la posible participación de CD133 en la 
transición epitelio-mesénquima, un evento biológico clave en el proceso de 
invasión tumoral21. Numerosos estudios han puesto de manifiesto que las células 
CD133+ poseen fenotipo de CMT, favoreciendo la autorrenovación y la 
capacidad tumorogénica. Sin embargo, existe mucha controversia en la literatura 
entre la correlación de la expresión de CD133 y los parámetros 
clinicopatológicos, así como su papel como factor pronóstico en el cáncer de 
pulmón no célula pequeña.22 
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Fig 1: Estructura química de CD133  
 
(http://flipper.diff.org/app/pathways/info/2949)  
 
CD133 se expresa con frecuencia en células madre adultas, donde se 
cree que actúa manteniendo las propiedades de célula madre, inhibiendo la 
diferenciación celular. La función exacta de CD133 es aún desconocida; algunos 
autores sugieren que su posición en la membrana tiene relación con la 
organización dinámica de la estructura celular, lo que favorece la determinación 
de la polaridad celular, la migración y la interacción con otras células vecinas23. 
Debido a la gran heterogeneidad en los resultados publicados acerca de 
la determinación de CMT, creemos que debe usarse más de un marcador para 
una mejor caracterización de las mismas. Por ello, creemos interesante la 
combinación de ALDH1 y CD133 como marcadores de CMT 
Hasta la fecha no hay ningún trabajo, del que tengamos conocimiento, 
en el que se haya utilizado tejido humano primario para el estudio de la 
combinación de ALDH1 y CD133 para la identificación de CMT en el cáncer de 
pulmón estadio I, por lo que sería interesante desarrollar este campo y tratar de 
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averiguar su impacto en la supervivencia de los pacientes, así como un posible 
beneficio de la quimioterapia adyuvante.  
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3. OBJETIVOS 
 
1. Identificar CM mediante la expresión inmunohistoquímica de ALDHA1 y 
CD133 
2. Cuantificar y valorar los patrones de expresión de ALDH1 y CD133 
3. Analizar los patrones de expresión con las distintas variables 
clinicopatológicas  (sexo, edad, hábito tabáquico, tipo histológico, grado 
de diferenciación, tamaño tumoral, invasión de pleura visceral, recidiva y 
desarrollo de segundos tumores) y con la supervivencia (libre de 
enfermedad y global) 
4. Analizar la relación entre expresión de ALDH1 y CD133 y mutaciones en 
EGFR 
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4. MATERIAL Y MÉTODOS 
 
MATERIAL: 
Se realizó un estudio de tipo cohorte histórica en 118 pacientes 
intervenidos quirúrgicamente de un carcinoma no células pequeñas de pulmón 
estadio I entre el año 2004 y 2009 en el Servicio de Cirugía Torácica del Hospital 
Universitario Puerta de Hierro de Madrid. El tiempo mínimo de seguimiento fue 
de 24 meses o hasta el fallecimiento por la enfermedad o por otra causa. 
De los 118 pacientes seleccionados, 78 fueron incluidos definitivamente 
en el análisis de nuestro estudio; el resto fueron excluidos por diversas causas: 
- 13 pacientes por haber recibido tratamiento neo/adyuvante con 
quimioterapia. 
- 9 pacientes por ser diagnosticados de histologías distintas a las 
de carcinoma escamoso y adenocarcinoma.  
- 13 pacientes por pérdida del seguimiento. 
- 5 pacientes por muerte en el postoperatorio inmediato debido a 
complicaciones de la cirugía. 
Los datos clínicos e histológicos se obtuvieron de los archivos de los 
Servicios de Anatomía Patológica, Cirugía Torácica y Oncología Médica del 
Hospital Universitario Puerta de Hierro de Madrid. 
Se incluyeron las siguientes variables clínico-patológicas: edad en el 
momento del diagnóstico, sexo, histología, grado de diferenciación, tamaño 
tumoral, invasión de pleura visceral, recidiva, desarrollo de segundos tumores y 
fecha de la muerte. 
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MÉTODO HISTOLÓGICO 
El patólogo elige las secciones representativas del tumor y las corta en 
secciones de 1 x 1 x 0,5 cm, se introducen en un casete con formol al 10% y 
posteriormente en un procesador automático de tejidos. El procesado estándar 
para el estudio histopatológico es la inclusión del tejido en parafina. Su objetivo 
es sustituir el agua de los tejidos por parafina liquida caliente que al enfriarse 
adquirirá una consistencia adecuada para el corte. Como la parafina es insoluble 
en agua es preciso eliminar previamente esta última del tejido, sustituyéndola 
inicialmente por alcohol (deshidratación) y posteriormente por tolueno o xileno 
(aclaramiento) que al ser solubles en parafina pueden ser sustituidos finalmente 
por ella. Así se obtiene un tejido embebido en parafina que será introducido en 
moldes con parafina liquida. Al enfriarse los moldes obtendremos un "bloque de 
parafina" a partir del cual pueden obtenerse las secciones, almacenar y 
manipular. A partir de los bloques se obtienen cortes muy finos, de 3-4 micras de 
espesor. El corte se realiza mediante microtomos. Una vez obtenidos los cortes 
se extenderán en un baño de agua caliente y fijaran sobre un portaobjetos. Los 
cortes obtenidos son tratados mediante un proceso de "desparafinado" para 
eliminar la parafina y volver a sustituirla por agua, siendo posteriormente teñidos. 
Las tinciones de Hematoxilina-Eosina se han realizado en un teñidor automático 
que al final las tapa con un cubreobjetos. 
 
MÉTODOS INMUNOHISTOQUÍMICOS 
Se analizaron las piezas operatorias obtenidas del archivo del Servicio 
de Anatomía Patológica del Hospital Universitario Puerta de Hierro. Todas las 
muestras estaban fijadas en formol al 10% e incluidas en parafina. Para el 
propósito del estudio se utilizaron las muestras más representativas de la lesión 
tumoral, en general en la zona de avance tumoral. Sobre estos bloques se realizó 
el estudio inmunohistoquímico del grado y los patrones de expresión de 
ALDH1A1 y CD133. 
Las muestras de tejido, se cortaron con un micrótomo rotatorio a 3 µm 
de espesor. Los cortes incluidos en parafina fueron inicialmente desparafinados 
en xylol, rehidratándose en alcoholes de gradación decreciente y lavándose 
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posteriormente en PBS (fosfato buffer salino). A continuación se realizó el 
bloqueo de la peroxidasa endógena y se procedió a la recuperación antigénica 
en olla a presión durante 2 minutos en EDTA a pH 8. Luego se procedió a la 
incubación durante 1 hora con el anticuerpo policlonal específico (ALDH1A1 
(Abcam) dilución 1/100 y CD113 (Biorbyt), dilución 1/50). El complejo 
Envision+peroxidasa se empleó como método de visualización. El producto de 
la reacción antígeno-anticuerpo se reveló con una solución de diaminobencidina 
y H202. Posteriormente, los núcleos se tiñeron con hematoxilina de Harris (15 
segundos) y las muestras se deshidrataron en alcoholes de concentraciones 
crecientes para finalmente montarlas en un medio permanente (Eukitt) (O. 
Kindler GMBGH&Co,;Freiburg, Alemania). 
Las muestras teñidas con los anticuerpos fueron evaluadas al 
microscopio como positivas o negativas mediante un análisis visual subjetivo por 
dos patólogos expertos (CG y CS). ALDH1 y CD133 se consideraron positivas 
cuando más del 1% de las células tumorales expresaban tinción. De control 
externo se utilizó hígado fetal en el caso de ALDH1 y médula ósea en el caso de 
CD133. 
ANÁLISIS DE MUTACIONES EGFR 
Se realizó una PCR en tiempo real según el método Scorpions-ARMs. 
Primeramente se obtuvo el ADN a partir de muestras de biopsias fijadas en 
formol e incluidas en parafina. Se seleccionó un área representativa del tumor, 
evitando áreas de necrosis o mal preservadas. Este área se diseccionó del 
bloque de parafina realizando un surco con un punzón y tomando cortes 
sucesivos de 5um, que fueron depositados en un tubo Eppendorf. A continuación 
se produjo la desparafinización de la muestra tratando con un 1ml de xilol durante 
una hora. El xilol se eliminó con una pipeta tras la centrifugación del tejido a 
11000g, seguido de dos lavados de etanol absoluto. Los restos de etanol se 
eliminaron por evaporación a 37ºC. Para obtener el DNA se utilizó el sistema 
NucleoSpin Tissue (Macherey-Nagel): el tejido se digirió en el tampón de lisis 
proporcionado, en presencia de proteinasa K. Una vez lisado, se añadió etanol 
con el fin de precipitar el ADN y se transfirió a una columna que contiene una 
membrana de silica donde quedó unido. Tras dos pasos de lavado y uno de 
secado de la membrana, se añadieron 100ul de solución para elución y 
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recuperación del ADN. Para cuantificar el ADN se utilizó un equipo de 
espectrometría (Picodrop). La concentración del ADN en ng/ul se calculó a partir 
de la densidad ópica (OD) a 260nm. La pureza del mismo se estimó mediante el 
ratio OD260/OD280. Por último se realiza la PCR en tiempo real con el sistema 
comercial TheraScreen EGFR RGQ PCR Kit (Qiagen) que utiliza la técnica 
Scorpions-ARMs, añadiendo un control positivo y otro negativo con H20. Se 
utilizaron primers para detectar las siguientes mutaciones: T790M, deleciones en 
exón 19, L858R, L861Q, G719X, S768I e inserciones en exón 20. El equipo 
utilizado para ello fue RotorGene Q (Quiagen). 
 
MÉTODOS ESTADÍSTICOS 
El estudio descriptivo de los datos consistió en el cálculo de la media y 
desviación estándar para variables cuantitativas y del cálculo de la frecuencia 
relativa para las variables cualitativas. La asociación entre variables cualitativas 
se estudió mediante el test de la Chi-cuadrado de Pearson o el test exacto de 
Fisher, cuando fuera aplicable. Para comparar las medias de las variables 
cuantitativas entre dos o más grupos, se utilizarán respectivamente la t de 
Student o el análisis de la varianza. El análisis del tiempo de la supervivencia 
global y de la supervivencia libre de enfermedad se realizaron mediante el 
método de Kaplan-Meier y la comparación entre los distintos subgrupos se 
efectuó mediante el test de long-rank. Para el análisis multivariante se empleó el 
test de la regresión de Cox. En todos los casos se consideraron como 
estadísticamente significativos aquellos p valores menores de 0.05. Todos los 
análisis se realizaron la ayuda del programa SPSS versión 21. 
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5. RESULTADOS  
 
De los 77 pacientes analizados, 63 eran varones (82%) y 14 mujeres 
(18%), con una edad media de 64 años de manera global: 65 años los varones 
y 59 años las mujeres. La mediana de supervivencia libre de recaída fue de 26 
meses (IC95% 4,9 - 47,1 meses), y la supervivencia global de nuestra serie tuvo 
una mediana de 105 meses (IC95% 96,27-113,72 meses). (Figura 2). La 
supervivencia a los 3 y 5 años fue del 83% y 68% respectivamente. 
Figura 2: Curvas de SLR y SG en el global de nuestra muestra 
  
En cuanto al hábito tabáquico, un 51% de los pacientes eran ex –
fumadores en el momento del diagnóstico, un 35% fumadores y un 13% nunca 
habían sido fumadores. Si analizamos el hábito tabáquico por sexo, observamos 
que en el grupo de mujeres hay un mayor porcentaje de fumadores que en el 
grupo de varones, y que sólo 1% de los cánceres de pulmón en mujeres se da 
en no fumadores. (Tabla 1) 
Tabla 1: Relación entre sexo y hábito tabáquico 
Sexo Fumadores Exfumadores Nunca fumadores 
Hombres 30 % 55 % 15 % 
Mujeres 59 % 40 % 1 % 
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5.1. IDENTIFICACIÓN DE CÉLULAS MADRE TUMORALES 
MEDIANTE LA EXPRESIÓN INMUNOHISTOQUÍMICA DE 
ALDH1 Y CD133 
 
Cuando analizamos la variable ALDH1 en el conjunto de los tumores, 
observamos un porcentaje similar entre positivos y negativos (48% vs 52%). No 
ocurre así cuando analizamos dicha variable en los subtipos histológicos 
principales, siendo más frecuentemente positiva en el subtipo carcinoma 
escamoso (Tabla 2; figuras 3-6)  
De los 77 tumores analizados, sólo 7 fueron positivos para CD133 
(8.9%). Cuando analizamos la expresión por tipos histológicos, observamos que 
el 100% de los carcinomas escamosos fueron negativos para CD 133, y el 17.8% 
de los adenocarcinomas resultaron positivos (Tabla 2; figuras 7-8) 
 
Tabla 2: Relación entre la expresión de ALDH1 y CD133 y los subtipos 
histológicos: 
 ALDH1 CD133 TOTAL 
NEG POS NEG POS 
                      Carcinoma       
                      escamoso 
Tipo  
histológico 
                                      
                      Adenocarcinoma 
 
 
Total  
31.6% (12)     68.4% (26) 
 
 
 
 
64.1% (25)     35.9% (14) 
             
           
37                  40 
100% (38)      0% (0) 
 
 
 
 
84.2% (32)    15.8% (7) 
 
 
70                  7 
38 
 
 
 
 
39 
 
 
77 
       p=0.004                               p=0.006 
 
           
 
 
 
- 18 - 
 
Figura 3: ALDH1+ en un 
adenocarcinoma
 
Figura 4: ALDH+ en un carcinoma 
escamoso
 
Figura 5: ALDH1- en un 
adenocarcinoma
 
Figura 6: ALDH- en un carcinoma 
escamoso
 
Figura 7: CD133+ en un 
adenocarcinoma
 
Figura 8: CD133- en un carcinoma 
escamoso
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Cuando analizamos los dos marcadores de CMT entre sí, ALDH1 y 
CD133, encontramos una relación inversa entre ellos en los adenocarcinomas, 
es decir, todos los tumores con CD133 positivos eran ALDH1 negativos (Tabla 
3).  
Tabla 3: Relación entre la expresión de CD133 y ALDH1: 
 ALDH1 TOTAL 
NEGATIVO POSITIVO 
                                Negativo 
CD133 
                                Positivo 
 
Total  
18                           14 
 
 7                             0 
  
25                           14 
32 
 
7 
 
79 
                  p=0.031 
 
 
 
 
Conclusión: No encontramos co-expresión de ALDH1 y CD133 en 
ninguno de nuestros pacientes. Por ello, no hemos conseguido identificar CMT 
en NSCLC estadio I utilizando como marcadores ALDH1 y CD133. 
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5.2. CUANTIFICACIÓN Y VALORACIÓN DE LOS PATRONES DE 
EXPRESIÓN DE ALDH1 Y CD133 
 
Observamos dos patrones de expresión distintos de ALDH1; la gran 
mayoría de los tumores presentaban una tinción granular y citoplasmática pero 
encontramos 3 casos con tinción nuclear que, brevemente, se distribuían en un 
caso de carcinoma escamoso, otro de adenocarcinoma y un tercero un  
mucoepidermoide (Figuras 9-11). 
Centrándonos en los tumores con expresión citoplasmática, observamos 
tres patrones predominantes (Tabla 4): 
- Expresión en gradiente: caracterizados por grupos de células de 
mayor intensidad en el centro  del grupo de células positivas que 
en la periferia (Figura 12). 
- Expresión difusa: cuando más del 75% de las células 
presentaban positividad para ALDH1 (Figura 13). 
- Otros: bien en grupos focales o en forma de células aisladas 
repartidas por el tumor (Figura 14). 
Tabla 4: Expresión de ALDH1 en el global de los tumores estudiados 
Patrones expresión ALDH1 Frecuencia Porcentaje 
Negativo 
Gradiente 
Difusa 
Nuclear 
Otras 
37 
20 
6 
3 
11 
48.1% 
26% 
7.8% 
3.9% 
14.2% 
 
 
A pesar de haber diferencias globales en cuanto a la expresión, no existe 
ningún patrón de expresión que discrimine los dos grandes grupos histológicos. 
(Tabla 5 y figura 15). Sin embargo, el patrón en gradiente fue el más 
frecuentemente observado en ambos grupos. 
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Figura 9: ALDH1+ nuclear en 
adenocarcinoma
 
Figura 10: ALDH1+ nuclear en 
carcinoma escamoso
 
 
Figura 11: ALDH+ nuclear en 
mucoepidermoide
 
 
Figura 12: ALDH+ en gradiente 
 
 
 
Figura 13: ALDH+ difuso 
 
 
 
Figura 14: Otras formas de expresión 
de ALDH citoplasmática 
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Tabla 5: Expresión citoplasmática de ALDH1 según tipo histológico: 
 ALDH1 TOTAL 
Gradiente Difuso Nuclear Otros 
                            Carcinoma escamoso                        
Tipo histológico 
                            Adenocarcinoma 
 
Total 
23.1% (6)        11.5% (3)    7.7% (2)     23.1% (6) 
 
35.7% (5)        21.4% (3)    7.2% (1)     35.7% (5) 
 
27.5% (11)      15%    (6)    7.5% (3)     27.5% (11) 
26 
 
14 
 
40 
                                                                                                                                                                  p=0.57                                                       
 
 
 
Figura 15: Distribución de la expresión citoplasmática de ALDH por subtipos 
histológicos  
 
 
El marcador CD133 resultó tener expresión de membrana y fue difusa 
en todos los casos. 
Cuando analizamos los dos marcadores de CMT entre sí, ALDH1 y 
CD133, encontramos una relación inversa entre ellos en los adenocarcinomas, 
es decir, todos los tumores con CD133 positivos eran ALDH1 negativos (Tabla 
6)  
0,00%
5,00%
10,00%
15,00%
20,00%
25,00%
30,00%
35,00%
40,00%
Carcinomas escamosos Adenocarcinomas
Gradiente Difuso Otros Nuclear
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Tabla 6: Relación entre la expresión de CD133 y ALDH1: 
 ALDH1 TOTAL 
NEGATIVO POSITIVO 
                                Negativo 
CD133 
                                Positivo 
 
Total  
18                           14 
 
 7                             0 
  
25                           14 
32 
 
7 
 
39 
                                                                                                                                                      p=0.031 
 
 
 
Conclusión: ALDH1 en NSCLC estadio I se expresa tanto en el núcleo 
como en el citoplasma; en el citoplasma existen varios patrones de expresión, 
entre ellos, en gradiente y difuso.  
                   CD133 tiene expresión de membrana de forma difusa.  
                  No existe co-expresión entre los dos marcadores. 
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5.3. ANÁLISIS DE LOS PATRONES DE EXPRESIÓN CON LAS 
DISTINTAS VARIABLES CLINICOPATOLÓGICAS  (SEXO, 
EDAD, HÁBITO TABÁQUICO, TIPO HISTOLÓGICO, GRADO 
DE DIFERENCIACIÓN, TAMAÑO TUMORAL, INVASIÓN DE 
PLEURA VISCERAL, RECURRENCIA Y DESARROLLO DE 
SEGUNDOS TUMORES) Y CON LA SUPERVIVENCIA (LIBRE 
DE ENFERMEDAD Y GLOBAL) 
 
De los 77 pacientes estudiados, 38 presentaban histología de carcinoma 
escamoso y 39 de adenocarcinoma. El 100% de los pacientes con carcinomas 
escamosos fueron varones; el 64% de los adenocarcinomas fueron varones y un 
36% mujeres. Los tumores poco diferenciados fueron los menos frecuentes en 
ambos grupos (25% y 19% respectivamente). En cuanto al tamaño, los 
carcinomas escamosos tienen un tamaño mayor que los adenocarcinomas 
(3.2cm vs 2.5cm; p=0.024); además, los carcinomas escamosos son con más 
frecuencia superiores a  4 centímetros (p=0.042). En el análisis de la invasión de 
la pleura visceral, no encontramos diferencias entre los carcinomas escamosos 
y los adenocarcinomas. El 77.8% de los carcinomas escamosos y el 76.9% de 
los adenocarcinomas no presentan invasión de la pleura visceral al diagnóstico 
(Tabla 7) 
 
Tabla 7: Características histológicas de los tumores estudiados 
  CARCINOMAS 
ESCAMOSOS 
ADENOCARCINOMAS 
 
GRADO DE 
DIFERENCIACIÓN 
BIEN 37 % 42 % 
 
MODERADO 
 
37 % 
 
39 % 
POCO 26 % 19 % 
 
TAMAÑO 
 
 
<4 cm 
78 % 95 % 
 
>4 cm 
22 % 5 % 
 
INVASIÓN 
PLEURA 
VISCERAL 
 
SI 
22 % 23 % 
 
NO 
 
78 % 
 
77 % 
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Comenzamos analizando la expresión de ALDH1 con el resto de 
variables clínico-patológicas; existe un predominio de la expresión de ALDH1 
entre los varones (Tabla 8). No hubo diferencias entre la edad media al 
diagnóstico, siendo ésta de 63 años en los casos ALDH+ y de 66 años en los 
casos ALDH- (Tabla 9). 
Tabla 8: Relación entre la expresión de ALDH1 y sexo: 
 ALDH1 TOTAL 
NEGATIVO POSITIVO 
                           Varón 
Sexo 
                           Mujer 
 
Total 
   26                           37 
 
   10                           4 
 
   36                           41 
63 
 
14 
 
77 
                                                                                                 p=0.045 
 
Tabla 9: Relación entre la expresión de ALDH1 y edad media al diagnóstico: 
 N Media (años) Desviación 
típica 
Error 
típico 
IC para la media 
95% 
Mínimo Máximo 
ALDH- 
ALDH+ 
Total 
37 
41 
78 
62.91 
65.56 
64.31 
11.91 
11.38 
11.64 
1.96 
1.77 
1.32 
58.95-66.89 
61.97-69.15 
61.69-66.93 
27 
31 
27 
85 
79 
85 
                                                                                                                                                       p=0.3 
          
Analizamos la relación entre el hábito tabáquico y la expresión de ALDH1 
y no encontramos diferencias entre ellos; tampoco entre el grado de 
diferenciación y ALDH1 ni entre la invasión de la pleura visceral y ALDH1, ni en 
los tumores escamosos ni en los adenocarcinomas (Tabla 10 y 11) 
Sin embargo, sí encontramos diferencias entre el tamaño y la expresión 
de ALDH1 en el subgrupo de escamosos, siendo tumores más pequeños los 
ALDH1+. (Tabla 12).  
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Tabla 10: Relación entre el hábito tabáquico, el grado de diferenciación, la 
invasión de la pleura visceral y ALDH1 en el grupo de adenocarcinomas 
 ALDH1 p 
- + 
                                                 No fumador 
Hábito tabáquico                      Fumador 
                                                 Exfumador 
6                  1 
8                  7 
11                6 
 
0.34 
                                                 Poco diferenciado 
Grado de diferenciación           Moderadamente diferenc. 
                                                 Bien diferenciado 
5                  2 
7                  7 
10                5 
 
0.54 
 
                                                Sí 
Invasión pleura visceral 
                                                No 
5                  4 
 
20               1 
 
0.41 
 
 
 
Tabla 11: Relación entre el hábito tabáquico, el grado de diferenciación, la 
invasión de la pleura visceral y ALDH1 en el grupo de carcinomas escamosos 
 ALDH1 p 
- + 
                                                 No fumador 
Hábito tabáquico                      Fumador 
                                                 Exfumador 
1                  2 
2                  9 
7                 14 
 
0.65 
                                                 Poco diferenciado 
Grado de diferenciación           Moderadamente diferenc. 
                                                 Bien diferenciado 
1                 8 
4                 9 
4                 9 
 
0.51 
 
                                                Sí 
Invasión pleura visceral 
                                                No 
1                 7 
 
9                 19 
 
0.23 
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Tabla 12: Relación entre el tamaño tumoral y la expresión de ALDH1 en 
carcinomas escamosos y adenocarcinomas: 
 
Carcinomas escamosos: 
 N Media (cm) Desviación 
típica 
Error 
típico 
IC para la media 
95% 
Mínimo Máximo 
ALDH- 
ALDH+ 
Total 
10 
26 
36 
3.92 
2.81 
3.11 
1.61 
1.11 
1.34 
0.51 
0.22 
0.22 
2.77-5.0.7 
2.35-3.25 
2.66-3.57 
1 
1.2 
1 
6.5 
5.5 
6.5 
                                                                                                  p=0.024 
 
Adenocarcinomas 
 
 N Media (cm) Desviación 
típica 
Error 
típico 
IC para la media 
95% 
Mínimo Máximo 
ALDH- 
ALDH+ 
Total 
25 
14 
39 
2.6 
2.3 
2.5 
0.94 
0.76 
0.88 
0.19 
0.20 
0.14 
2.21-2.98 
1.89-2.77 
2.22-2.79 
1.20 
0.80 
0.80 
4.10 
3.50 
4.10 
                                                                                                                                                      p=0.37 
 
 
           
En cuanto a la expresión de CD133 no encontramos relación con el sexo, 
edad media al diagnóstico, tamaño tumoral, grado de diferenciación ni invasión 
de pleura visceral (Tablas 13,14 y 15) 
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Tabla 13: Relación entre el sexo, el grado de diferenciación, la invasión de la 
pleura visceral y CD133 
  CD133 p 
- + 
                                                 Varón 
Sexo                       
                                                 Mujer 
22                3 
         
10                4 
 
0.19 
                                                 Poco diferenciado 
Grado de diferenciación           Moderadamente diferenc. 
                                                 Bien diferenciado 
6                 1 
11               3 
12               3 
 
0.92 
 
                                                Sí 
Invasión pleura visceral 
                                                No 
8                 1 
 
24               6 
 
0.48 
 
 
 
Tabla 14: Relación entre la expresión de CD133 y la edad media al diagnóstico 
 N Media (años) Desviación 
típica 
Error 
típico 
IC para la media 
95% 
Mínimo Máximo 
CD133- 
CD133+ 
Total 
71 
7 
78 
63.83 
69.14 
64.31 
11.76 
9.75 
11.63 
1.39 
3.69 
1.32 
61.05-66.61 
60.12-78.16 
61.68-66.93 
27 
58 
27 
80 
85 
85 
          p=0.3 
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Tabla 15: Relación entre la expresión de CD133 y el tamaño tumoral 
 N Media (cm) Desviación 
típica 
Error 
típico 
IC para la media 
95% 
CD133- 
CD133+ 
Total 
32 
7 
39 
2.45 
2.77 
2.51 
0.81 
1.19 
0.88 
0.14 
0.45 
0.14 
2.15-2.73 
1.66-3.87 
2.22-2.79 
                                                                                  p=0.47 
 
En cuanto a las recaídas, los pacientes que recayeron tuvieron una 
mediana de supervivencia global de 41 meses frente a los que no recayeron, que 
en cuyo caso fue de 105 meses (Tabla 16; figura 16) 
Tabla 16: Diferencia en supervivencia global entre los pacientes con/sin 
recaída: 
RECAÍDA MEDIA MEDIANA 
ESTIMACION ERROR 
TÍPICO 
IC 95% ESTIMACION ERROR 
TÍPICO 
IC 95% 
NO 
SI 
GLOBAL 
102.06              6.91           88.52-111.6 
63.72                8.89           46.23-81.16 
88.52                6.23           76.31-100.7 
105.00                17.65              70.4-139.6 
41.00                  9.16                 23.1-58.9 
105.00                4.45                96.3-113.7 
                                                                                                                                                    P<0.0001 
 
 
 
Figura 16: Curva de SG según recaída 
 
p<0.0001 
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Por otro lado, la presencia o no de ALDH1 no se relaciona con el número 
de recaídas ni en los pacientes con carcinomas escamosos ni en los 
adenocarcinomas (Tabla 17). En el caso de CD133, ninguno de los siete 
pacientes CD133 positivos sufrieron recaídas (Tabla 18). Esta disminución en el 
número de recaídas, sin embargo, no influye en el aumento de supervivencia 
global (Tabla 19; figura 17); es importante destacar que el grupo de pacientes 
CD133+ no han alcanzado la mediana de supervivencia global hasta el 
momento. 
 
Tabla 17: Relación entre expresión de ALDH1 y recaídas: 
Carcinomas escamosos:                             Adenocarcinomas: 
RECAÍDA ALDH1 TOTAL 
NEGATIVO POSITIVO 
NO 
SI 
TOTAL 
7                    19 
5                     6 
12                   25 
26 
11 
37 
 
RECAÍDA ALDH1 TOTAL 
NEGATIVO POSITIVO 
NO 
SI 
TOTAL 
17                    7 
7                      7 
24                   14 
24 
14 
38 
 
                                                                      p=0.23                                                                          p=0.17 
 
Tabla 18: Relación entre el número de recaídas y la expresión CD133: 
RECAÍDA CD133 TOTAL 
NEGATIVO POSITIVO 
NO 
SI 
TOTAL 
19                    7 
13                    0 
32                   7 
26 
13 
39 
                                                                   p=0.043 
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Tabla 19: Medianas de supervivencia según expresión de CD133 
 
CD133 MEDIA MEDIANA 
ESTIMACION ERROR 
TÍPICO 
IC 95% ESTIMACION ERROR 
TÍPICO 
IC 95% 
Negativo 
Positivo 
GLOBAL 
88.44                6.87           74.9-101.9 
95.00                12.91         69.7-120.3 
88.52                6.23           76.3-100.7 
101.00                5.32                90.6-111.4 
105.00                0.00                - 
105.00                4.45                96.3-113.7 
                                                                                                                p= 0.594 
 
 
Figura 17: Curvas de SLR y SG en función de expresión de CD133 
 
        p=0.1 
 
    CD133 + 
      CD133- 
CD133+ 
censurado 
CD133- 
censurado 
 
         p=0.6 
 
    CD133 + 
      CD133- 
CD133+ 
censurado 
CD133- 
censurado 
En el análisis de supervivencia, no encontramos diferencias en la 
supervivencia libre de recaída ni en la supervivencia global con el sexo, hábito 
tabáquico, tipo histológico, con la invasión de pleura visceral así como con el 
grado de diferenciación (Tablas 20 y 21; figuras 18-22). Hay que destacar de 
nuevo que hay grupos en los que todavía no se ha alcanzado la mediana, como 
ocurre en el análisis del hábito tabáquico y del grado de diferenciación. 
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Tabla 20: Análisis de supervivencia libre de recaída en las distintas variables 
clínico-patológicas 
Variables Mediana  
(meses) 
Intervalo de 
confianza 95% 
P 
                                    Hombres 
Sexo 
                                    Mujeres 
26 
 
44 
- 
 
11.57 – 76,43 
 
 
0,83 
                                 
Fumadores 
Tabaco 
                                    No fumadores 
 
                                   Ex-fumadores 
 
24 
 
5,7-42-28 
 
 
 
 
 
 
0,28 
                                  
 Carc. Escamosos 
Histología 
                                 Adenocarcinomas          
 
26 
 
24 
 
      0,0 – 53,23 
 
2,6 - 45,35 
 
 
 
0,74 
                                     
Sí 
Invasión  
Pleura visc. 
                                   No 
 
22 
 
 
44 
 
0,0 – 50,51 
 
 
8,96 – 79,04 
 
 
 
 
0,16 
                                   
  Pobre diferenciado 
                          
Grado                       Moderad. dif. 
 
                                  Bien diferenciado 
 
24 
 
44 
 
- 
 
- 
 
- 
 
 
 
 
 
0,81 
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Tabla 21: Análisis de supervivencia global en las distintas variables clínico-
patológicas 
Variables Mediana  
(meses) 
Intervalo de 
confianza 95% 
P 
                                    Hombres 
Sexo 
                                    Mujeres 
101 
 
105 
91,21 – 110,79 
 
24,75 – 185,25 
 
 
0,41 
                                 
Fumadores 
Tabaco 
                                    No fumadores 
 
                                   Ex-fumadores 
 
- 
 
105 
 
101 
 
 
 
- 
 
34,21 – 167,80 
 
 
 
 
 
0,73 
                                  
 Carc.  Escamosos 
Tipo histológico 
                                    Adenocarcinomas          
 
105 
 
101 
 
    86,84 – 123,15 
 
13,30 – 188,71 
 
 
 
0,73 
                                     
Sí 
Invasión  
Pleura visc. 
                                   No 
 
105 
 
 
101 
 
23,41 – 186,59 
 
 
88,92 – 113,08 
 
 
 
 
0,79 
                                   
  Pobre diferenciado 
                          
Grado                       Moderad. dif. 
 
                                  Bien diferenciado 
 
105 
 
101 
 
95 
 
- 
 
53,85 – 148,54 
 
29,30 – 160,70 
 
 
 
 
 
0,10 
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Figura 18: Curvas de SLR y SG según el sexo: 
         
p=0.8 
 
 
             
p=0.42 
 
Figura 19: Curvas de SLR y SG según hábito tabáquico: 
             
p=0.28 
   
 
             
p=0.73 
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Figura 20: Curvas de SLR y SG según tipo histológico: 
             
p=0.74 
 
 
    Adenocarcinoma    
    Escamoso 
            
p=0.73 
 
Figura 21: Curvas de SLR y SG según invasión de pleura visceral: 
     
          p=0.17 
 
 
     
        p=0.79 
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Figura 22: Curvas de SLR y SG según grado de diferenciación: 
     
        p=0.8 
 
 
 
              p=0.1 
Encontramos una tendencia hacia la significación en la diferencia en 
supervivencia global por expresión de ALDH1, siendo ligeramente superior en 
los pacientes que expresaban ALDH1 (105m vs 95m; p=0.063). Además, se 
comparó la expresión ALDH1 en gradiente (ya que era el más frecuente) frente 
al resto, sin encontrar tampoco diferencias (Tabla 22; figura 23). Destacar de 
nuevo que no se ha alcanzado la mediana en este grupo de pacientes. 
 
Tabla 22: Análisis de supervivencia global según expresión de ALDH1 
  
Mediana 
(meses) 
 
Intervalo de  
Confianza 95% 
 
p 
                                        Positivo 
ALDH1 
                                        Negativo 
105 
 
95 
99,72 – 110,27 
 
26,84 – 160,16 
 
 
0,063 
 
                                        Gradiente 
ALDH1 positivo 
                                        Otros 
 
- 
 
101 
 
- 
 
74,18 – 127,83 
 
 
 
0,67 
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Con la supervivencia libre de recaída ocurre algo similar; no observamos 
diferencias significativas ni entre los carcinomas ALDH1 positivos y los 
negativos, ni en cuanto al tipo de expresión en gradiente frente al resto. (Tabla 
23) 
 
Tabla 23: Análisis de supervivencia libre de recaída según expresión de ALDH1  
  
Mediana 
(meses) 
 
Intervalo de  
Confianza 95% 
 
p 
                                                   Positivo 
ALDH1 
                                                  Negativo 
44 
 
22 
99,72 – 110,27 
 
26,84 – 160,16 
 
 
0,86 
 
                                                  Gradiente 
ALDH1 positivo 
                                                  Otros 
 
11 
 
44 
 
3,16 – 18,84 
 
17,05 – 70,46 
 
 
 
0,14 
 
 
Figura 23: Curvas de SLR y SG según expresión de ALDH1 
     
                                                        p=0,86 
 
 
 
                            
p=0,06 
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La única relación que encontramos entre ALDH gradiente y el resto de las 
variables fue con el hábito tabáquico, siendo más frecuente este patrón en los 
pacientes fumadores en el grupo de adenocarcinomas (Tabla 24) 
 
Tabla 24: Relación entre ALDH1 y hábito tabáquico en adenocarcinomas 
 HÁBITO TABÁQUICO TOTAL 
NUNCA/EXFUMADOR FUMADOR 
                                         OTROS 
ALDH1 POSITIVOS  
                                        GRADIENTE 
 
TOTAL 
23                                          11 
 
1                                             4 
 
24                                           15 
34 
 
5 
 
39 
                                                                                                                              p=0.062 
 
22 Pacientes desarrollaron un segundo tumor a lo largo del seguimiento 
de su cáncer de pulmón o habían tenido otra neoplasia previamente (tres 
cánceres renales, dos carcinomas uroteliales de vejiga, cinco cánceres de 
pulmón, dos cánceres de próstata, un cáncer de laringe, dos cánceres de colon, 
tres linfomas, dos cánceres de mama, un hepatocarcinoma y una paciente 
cáncer de mama y colon); no fue factor de riesgo para ello el hábito tabáquico ni 
la presencia de ALDH1 o CD133. Además, desarrollar un segundo tumor no 
influyó en su supervivencia (Figura 24) 
Figura 24: Curva de SG según desarrollo de segundo tumor 
 
 
 
 
 
- 39 - 
 
Como comentamos previamente, hubo tres pacientes con expresión 
nuclear de ALDH1, cuyas características describimos en la tabla 25. Los tres 
presentaban distinta edad al diagnóstico, distinto patrón de consumo tabáquico 
y distinto tipo histológico. Hay que destacar que con un seguimiento de más de 
seis años, los tres pacientes continúan vivos en la actualidad. 
 
Tabla 25: Características de los pacientes con expresión nuclear de ALDH1 
 Sexo Edad Hábito 
tabáquico 
Tipo histológico Estado 
actual 
Tiempo de 
seguimiento 
Paciente 1 Varón 66 años Ex – fumador Adenocarcinoma Vivo sin 
enfermedad 
63 meses 
Paciente 2 Varón 31 años No fumador Mucoepidermoide Vivo sin 
enfermedad 
61 meses 
Paciente 3 Varón 73 años Fumador Carcinoma escamoso Vivo sin 
enfermedad 
96 meses 
 
 
Realizamos un análisis multivariante, en el que comprobamos que 
ninguna de las principales variables estudiadas (sexo, hábito tabáquico, tamaño 
tumoral, grado de diferenciación, invasión de la pleura visceral, expresión de 
ALDH1) influyen ni en la SLR ni en la SG ni en los carcinomas escamosos ni en 
los adenocarcinomas (Tablas 26-29). Tampoco al incluir en los adenocarcinomas 
la presencia de componente lepídico y de mutaciones EGFR ni el CD133. 
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Tabla 26: Análisis multivariante de 
supervivencia libre de recaída en 
pacientes con carcinomas escamosos 
Tabla 27: Análisis multivariante de 
supervivencia global en pacientes 
con carcinomas escamosos 
Variables p 
Sexo 0.51 
Hábito tabáquico 0.19 
Grado de diferenciación 0.35 
Invasión pleura visceral 0.64 
Tamaño tumoral 0.38 
ALDH1 0.56 
 
Variables P 
Sexo 0.85 
Hábito tabáquico 0.94 
Grado de diferenciación 0.27 
Invasión pleural visceral 0.25 
Tamaño tumoral 0.49 
ALDH1 0.21 
 
 
Tabla 28: Análisis multivariante de 
supervivencia libre de recaída en 
pacientes con adenocarcinomas 
 
Tabla 29: Análisis multivariante de 
supervivencia global en pacientes con 
adenocarcinomas 
Variables p 
Sexo 0.43 
Hábito tabáquico 1 
Grado de diferenciación 1 
Invasión pleura visceral 0.98 
Tamaño tumoral 0.97 
ALDH1 1 
CD133 0.95 
Componente lepídico 0.90 
Mutación EGFR 0.85 
 
Variables P 
Sexo 0.63 
Hábito tabáquico 0.84 
Grado de diferenciación 0.65 
Invasión pleura visceral 0.81 
Tamaño tumoral 0.98 
ALDH1 0.81 
CD133 0.80 
Componente lepídico 0.81 
Mutación EGFR 0.83 
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Conclusión: La expresión de ALDH1 en NSCLC estadio I es más 
frecuente en varones, y dentro del grupo de carcinomas escamosos se asocia a 
tumores más pequeños.  
                   La expresión citoplasmática de ALDH1 no influye en la 
supervivencia de los pacientes.  
                 La expresión nuclear de ALDH1 puede estar relacionada con 
un mejor pronóstico.  
                  La expresión de CD133 se relaciona con una menor tasa de 
recaídas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
- 42 - 
 
5.4. ANÁLISIS DE LA RELACIÓN ENTRE EXPRESIÓN DE ALDH1 
Y CD133 CON MUTACIONES EN EGFR EN 
ADENOCARCINOMAS 
 
   Primeramente, se realizó un análisis de los adenocarcinomas en base 
a la nueva clasificación IASLC/ATS/ERS. Los 39 casos eran adenocarcinomas 
infiltrantes: 25 eran adenocarcinomas infiltrantes puros y 14 presentaban algún 
porcentaje de componente lepídico. Los subtipos más frecuentes fueron el 
patrón acinar y el sólido (Tabla 30) 
Tabla 30: Subtipos de adenocarcinoma  
 FRECUENCIA PORCENTAJE  
COLOIDE 
SÓLIDO 
MUCINOSO 
ACINAR 
PAPILAR 
LEPÍDICO 
TOTAL 
1 
10 
5 
12 
7 
4 
39 
3.9% 
25.6% 
12.7% 
30.7% 
17.8% 
10.2% 
100% 
 
 
En el grupo de pacientes con adenocarcinomas infiltrantes puros 
observamos un 40% de recaídas, mientras que el grupo con componente 
lepídico recayeron un 21% de ellos (Tabla 31), sin observar diferencias en 
supervivencia entre los dos grupos. Además, ninguno de los 5 pacientes con 
>50% de componente lepídico sufrió recaída 
Tabla 31: Relación entre los subgrupos de adenocarcinomas y las recaídas: 
 Recaída Total 
Sí No 
Adenocarcinoma Infiltrante puro 40% (10) 60% (15) 25 
Con componente 
lepídico 
     21% (3) 79% (11) 14 
Total 13 26 39 
              p=0.2 
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Se analizaron las mutaciones EGFR en el grupo de adenocarcinomas, 
observándose mutaciones en 5 casos de los 39 (12.8%); todos ellos eran 
adenocarcinomas con componente lepídico (1 acinar, 1 papilar y 3 
predominantemente lepídicos) (Tabla 32; figuras 25 y 26).  
 
Tabla 32: Características de los pacientes con mutación EGFR 
 Sexo Edad Tabaco Subtipo  de 
adenocarc. 
Grado Recaída Mut. 
EGFR 
SG ALDH1 CD133 
Paciente 
1 
Mujer 73 Nunca 
fumadora 
2/3 lepídico + 
1/3 acinar 
1 No Del19 31m - - 
Paciente 
2 
Mujer 85 Nunca 
fumadora 
2/3 lepídico + 
1/3 acinar  
1 No Del19 46m - + 
Paciente 
3 
Varón 76 Nunca 
fumador 
2/3 Acinar + 
1/3 lepídico  
2 No Del19 45m - + 
Paciente 
4 
Mujer 74 Nunca 
fumadora 
>2/3 lepídico 
+ acinar 
2 No L858R 105m - + 
Paciente 
5 
Mujer 69 Fumador 2/3 Papilar + 
1/3 lepídico 
3 Sí L858R 49m - - 
 
 
 
Figura 25: Componente lepídico de 
un adenocarcinoma acinar 
 
 
 
Figura 26: Componente lepídico de 
un adenocarcinoma papilar
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Ninguno de los 25 pacientes con adenocarcinoma sin componente 
lepídico tenía una mutación EGFR, observando una relación significativa entre 
el patrón predominantemente lepídico y la presencia de mutación EGFR 
(p=0.006) así como entre la ausencia de componente lepídico y la ausencia de 
mutación EGFR (p=0.003) (Tabla 33). De las cinco mutaciones detectadas, tres 
eran deleciones del exón 19 y las otras dos L8585R (exón 21). Se muestran en 
las figuras 27 y 28 las PCR de un caso no mutado y de otro con mutación en 
exón 19.  
Tabla 33: Relación entre la presencia de componente lepídico y mutación EGFR 
 MUTACIÓN EGFR TOTAL 
NO SI 
                                                                       NO 
COMPONENTE LEPÍDICO 
                                                                      SI 
 
TOTAL 
25                             0 
 
9                               5 
 
34                             5 
25 
 
14 
 
39 
                                                                                                                                                            p=0.003 
       
Figura 27: PCR de un tumor EGFR no mutado:
 
Figura 28: PCR de un tumor con una mutación EGFR en exón 19 
 
 
 
- 45 - 
 
 
Encontramos una relación significativa entre el status EGFR wild type y 
el sexo varón (p=0.047), y entre los pacientes con mutaciones EGFR y el hábito 
tabáquico “nunca fumador” (p=0.001). Además, observamos una tendencia 
hacia la significación ente la relación EGFR wild type y muerte por cáncer de 
pulmón (p=0.067) (Tabla 34) 
Tabla 34: Relación entre mutación EGFR y causa de éxitus: 
 MUTACIÓN EGFR TOTAL 
NO SI 
                                             TUMOR PRIMARIO 
CAUSA ÉXITUS 
                                             OTRAS CAUSAS 
 
TOTAL 
7                                       1 
 
1                                        3 
 
8                                        4 
8 
 
4 
 
12 
                                                                                                                                                            p=0.067 
 
   
En cuanto a la relación de mutación EGFR/expresión de ALDH1, 
encontramos que ninguno de los pacientes con mutación EGFR presenta tinción 
citoplasmática para ALDH1 (Tabla 35 y figura 29). No encontramos asociación 
entre la presencia de componente lepídico y la expresión de ALDH1 (Tabla 36), 
ni entre ninguno de los subtipos de adenocarcinoma y la expresión de ALDH1 
(Figura 30) 
 
Tabla 35: Relación entre las mutaciones EGFR y la expresión ALDH1 
 ALDH1 TOTAL 
 NEGATIVO POSITIVO 
                                                               NO 
MUTACIÓN EGFR 
                                                               SI 
 
TOTAL 
20                        14 
 
5                           0 
 
25                         14 
34 
 
5 
 
39 
                                                                   p=0.09 
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Figura 29: Relación entre la mutación EGFR y la expresión de ALDH1 
 
 
 
Tabla 36: Relación entre la presencia de componente lepídico y ALDH1 
 ALDH1 TOTAL 
 NEGATIVO POSITIVO 
                                                               NO 
MUTACIÓN EGFR 
                                                               SI 
 
TOTAL 
56% (14)                  44% (11) 
 
79% (11)                  21% (3) 
 
          25                            14 
25 
 
14 
 
39 
                                                                                                                                                              p=0.14 
0,00%
20,00%
40,00%
60,00%
80,00%
100,00%
120,00%
EGFR NO MUTADO EGFR MUTADO
ALDH1 NEGATIVO ALDH1 POSITIVO
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Figura 30: Relación entre los subtipos de adenocarcinoma y la expresión de 
ALDH1
 
 
De los 5 pacientes con mutación de EGFR, tres eran CD133+ y dos 
CD133-. Los tres pacientes CD133+ tenían en común que nunca habían fumado 
y que presentaban un adenocarcinoma acinar con componente lepídico. No 
encontramos asociación entre la presencia del componente lepídico y la 
expresión de CD133 (Tabla 37). En cuanto a los subtipos de adenocarcinoma, 
tampoco encontramos relación entre ninguno de ellos y la expresión de CD133 
(Figura 31) 
Tabla 37: Relación entre la presencia de componente lepídico y CD133 
 CD133 TOTAL 
 NEGATIVO POSITIVO 
                                              INFILTRANTE PURO 
ADENOCARCINOMA 
                                              COMPONENTE LEPÍDICO 
 
TOTAL 
88% (23)                 12% (2) 
 
64% (9)                   36% (5) 
 
         32                            7 
25 
 
14 
 
39 
                                                                                                                                                             p=0.42 
                 
0
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Figura 31: Relación entre los subtipos de adenocarcinoma y la expresión de 
CD133 
 
 
 
De los 5 pacientes con mutación EGFR, sólo 1 sufrió una recaída, 
falleciendo éste por el cáncer de pulmón. Este paciente presentaba un 
adenocarcinoma papilar poco diferenciado, mientras que los otros cuatro eran 
adenocarcinomas acinares bien diferenciados o moderadamente diferenciados. 
 
Conclusión: ALDH1 y CD133 no se asocian con la presencia de 
mutaciones en EGFR en los adenocarcinomas. Tampoco se asocian con 
ninguno de los subtipos histológicos de adenocarcinoma ni con la presencia del 
patrón lepídico. 
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6. DISCUSIÓN 
 
6.1. IDENTIFICACIÓN DE CÉLULAS MADRE TUMORALES 
MEDIANTE EL ESTUDIO DE LA EXPRESIÓN DE ALDH1 Y 
CD133 
 
 6.1.1. CÉLULAS MADRE TUMORALES EN CÁNCER DE PULMÓN: 
 
El cáncer de pulmón causa la muerte a más pacientes que cualquier 
otro cáncer. La mayoría de los pacientes se diagnostican en estadios avanzados 
y no pueden beneficiarse de una cirugía curativa. La tasa de supervivencia a los 
5 años en muy baja, a pesar de los avances en las técnicas quirúrgicas y en los 
tratamientos quimioterápicos. La lucha contra el hábito tabáquico y las campañas 
de prevención del cáncer pulmón son una primera estrategia en la lucha contra 
el cáncer, y a la vez clínicos y científicos debemos desarrollar un mejor 
conocimiento sobre la biología molecular del cáncer, y conseguir diseñar terapias 
más eficaces. 
En comparación con el lento desarrollo de la prevención del cáncer 
de pulmón y su tratamiento, el conocimiento acerca de la biología de las células 
madre pulmonar nos está revelando la presencia de poblaciones progenitoras a 
lo largo de todo el pulmón. Células madre multipotentes han sido identificadas a 
lo largo de toda la vía aérea, dando lugar a células hijas transiently amplifying y 
terminally differentiated24. Las primeras son células progenitoras con capacidad 
proliferativa limitada y potencial diferenciador restringido, como los neumocitos 
tipo II y las células de Clara. Las segundas, son células completamente 
diferenciadas sin capacidad proliferativa, como las células ciliadas y los 
neumocitos tipo I. Estas células, como las células madre de otros órganos, son 
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importantísimas para el mantenimiento local de los tejidos y la reparación en 
caso de haber algún daño. 
A pesar de su papel establecido en el mantenimiento de los tejidos, 
hay datos que apoyan la idea de un origen de la leucemia en células madre25. 
Parece que las leucemias se pueden desarrollar a partir de la transformación de 
células madre hematopoyéticas. Así que, las células madre, pueden ser 
consideradas como pro-tumorogénicas, pudiendo a partir de ciertas mutaciones, 
inducir crecimientos aberrantes e invasividad en los tejidos. 
Las células madre de los tejidos sanos y las células madre tumorales 
(CMT) parecen compartir ciertas propiedades, como un gran poder diferenciador 
y una mayor capacidad mitótica que sus células vecinas26. Aunque estas 
similitudes parecen indicar un origen común de estas poblaciones, hay todavía 
muchas cuestiones sin resolver al respecto. 
La hipótesis acerca de la existencia de CMT se basa en que los 
tumores están organizados de una manera jerarquizada que contaría con una 
subpoblación celular con capacidad de auto-regeneración y diferenciación. Estas 
células tienen capacidad de metastatizar y son quimiorresistentes, dos 
características que muy probablemente contribuyen a la mala evolución del 
cáncer de pulmón en estadios iniciales en un alto porcentaje de casos. 
Centrándonos en el cáncer de pulmón, se han descrito CMT tanto 
en líneas celulares como en tejido de tumores en fresco, basados en marcadores 
de superficie. Se describieron por primera vez en el año 200727 en líneas 
celulares de NSCLC gracias al fenotipo side population, caracterizado por su 
comportamiento en el flujo de colorantes vitales por transportadores multidroga 
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[Hoechst 33342]. Cuando se compararon estas células con las controles, se 
observó una mayor resistencia a la quimioterapia, invasividad y tumorogenicidad. 
Estudios posteriores identificaron CMT mediante actividad ALDH aumentada28, 
y se puso de manifiesto una vez más, su capacidad invasiva y de metastatizar. 
A pesar de que hay diversos marcadores de superficie de CMT 
descritos en NSCLC, no hay consenso acerca de la expresión predominante de 
uno u otro marcador. Así, se han descrito CD44, CD24, CD133, CD34 y ALDH 
29. Además, se ha intentado correlacionar la combinación de varios de estos 
marcadores entre sí30. 
6.1.2. LA FAMILIA ENZIMÁTICA ALDEHÍDO DESHIDROGENASA: 
 
La superfamilia aldehído deshidrogenasa está formada por 19 genes 
funcionales, con distintas localizaciones cromosómicas31; en concreto, la ALDH1 
se encuentra en el cromosoma 9. Las enzimas ALDH pueden encontrarse en el 
citoplasma, en la mitocondria y en el retículo endoplásmico32. Los niveles 
enzimáticos, tanto en los tejidos como en la distribución en los órganos, pueden 
variar en función de la familia y subfamilia enzimática. 
Catalizan la oxidación de varios aldehídos endógenos y exógenos a sus 
correspondientes ácidos carboxílicos33. Los aldehídos son compuestos 
orgánicos caracterizados por poseer el grupo funcional –CHO; se obtienen de la 
deshidratación de un alcohol. Poseen una vida media larga y juegan un papel 
fundamental tanto en algunos procesos fisiológicos como en la carcinogénesis 
de los tejidos.  
Los aldehídos endógenos se generan a partir de ciertos procesos 
metabólicos, incluyendo la peroxidación lipídica, la biotransformación de 
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neurotransmisores y carbohidratos y en el metabolismo de vitaminas y 
esteroides. La fuente de aldehídos exógenos incluye la biotransformación de 
xenobióticos y drogas, como el etanol, así como los que se encuentran en el 
humo del tabaco, en los gases de los tubos de escape de los vehículos y en la 
denominada niebla tóxica o smog. 
Además de la oxidación de los aldehídos, la superfamilia de enzimas 
ALDH catalizan la hidrólisis del éster (ALDH1A1, ALDH2) y tienen actividad 
nitrato-reductasa (ALDH2). Algunas enzimas de esta superfamilia tienen 
funciones no catalíticas, como función antioxidante y estructural (ALDH1A1, 
ALDH3A1) y como osmo-reguladoras (ALDH7A1)32 33 
De todas las familias y subfamilias descritas, las enzimas ALDH 
involucradas en células madre normales y células madre tumorales incluyen la 
familia ALDH1, ALDH2, ALDH3, ALDH4 y ALDH733. En particular, ALDH1 ha sido 
utilizada como marcador para identificar y aislar las células madre normal y 
tumoral, y tanto la ALDH1A1 como la ALDH3A1 han demostrado tener una 
función fisiológica importante en las células madre.  
La primera vez que se consiguió medir actividad intracelular ALDH1 fue 
descrita por Jones et al en 199534. Encontraron que el dansyl aminoacetaldehído, 
un aldehído fluorescente podía ser medido mediante citometría de flujo, y aislar 
de esta manera células madre hematopoyéticas humanas y células madre de 
leucemia. Posteriormente se describió el Aldefluor Assay11 cuya estrategia fue 
similar a la anterior, pero utilizando otro sustrato (BODIPY aminoacetaldehído).  
Estudios recientes han demostrado que ALDH1 podría utilizarse como 
target para stem cell mediante la formación de imágenes in vivo. Esto sería útil y 
muy atractivo para identificar células madre normal y tumoral ya que no se 
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necesitaría purificación ni manipulación celular ex vivo. Se han descrito dos 
nuevos radiotrazadores que podrían tener su utilidad tanto en el SPECT como 
en el PET35 
6.1.2.1.  ALDH COMO MARCADOR DE CÉLULAS MADRE 
 
Las células madre se caracterizan por tener capacidad auto-
regenerativa y de diferenciarse en células maduras que puedan repoblar tejidos 
específicos y órganos36. Dependiendo del subtipo de célula madre, una variedad 
de marcadores específicos de célula madre se pueden usar para aislar dichas 
células, solos o en combinación con otros marcadores. Por ejemplo, las células 
madre hematopoyéticas se pueden identificar a través del CD34 y/o CD13337, 
mientras que las células madre neurales se pueden identificar a través del 
antígeno de superficie Lewis X o el CD13338. Hay algunos marcadores que 
parecen universales a la hora de identificar células madre, ya que han sido 
encontrados en la mayoría de los tejidos, como la ALDH1 y la enzima 
telomerasa. 
Las células madre que expresan ALDH han sido utilizadas en el área de 
la medicina regenerativa, como por ejemplo, para acelerar la reparación hepática 
tras un daño tisular39, la cardiaca tras un infarto de miocardio40, y la mejoría de 
la perfusión y el aumento de los vasos sanguíneos en la isquemia de las 
extremidades41. Además, las célula madre hematopoyéticas aisladas basándose 
en su fenotipo ALDH1 han sido utilizadas como injerto en los pacientes 
trasplantados de médula ósea42. 
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6.1.2.2. ALDH COMO MARCADOR DE CÉLULAS MADRE TUMORALES 
 
Los tumores son entidades multicelulares heterogéneas que aparecen 
cuando se produce un cambio genético o epigenético en una célula normal, 
rompiendo así la homeostasis normal celular. Estas alteraciones favorecen la 
proliferación celular descontrolada, diferenciación, migración y el metabolismo 
de la matriz extracelular, restringiendo la apoptosis, la polaridad celular y la 
estabilidad de la matriz extracelular. Estos cambios se deben a la adquisición de 
seis propiedades malignas: autosuficiencia en señales de crecimiento, falta de 
sensibilidad a las señales inhibidoras de crecimiento, angiogénesis sostenida, 
evasión de la apoptosis, ilimitado potencial de replicación e invasión de tejidos y 
metástasis.  
Hay evidencias que señalan que las células responsables de la 
iniciación y mantenimiento de los tumores son realmente células madre 
tumorales. Aunque las primeras hipótesis datan de hace casi 150 años43, los 
avances en el área de la identificación y aislamiento celular han hecho resurgir 
el interés en este área. La primera vez que se describieron las células madre 
tumorales fue en el año 1994, en la leucemia mieloide aguda, cuando inyectando 
células precursoras de leucemia CD34+ a ratones inmunodeprimidos, éstos 
desarrollaban la enfermedad44. Los primeros hallazgos en tumores sólidos 
tuvieron lugar en el año 2003, en pacientes con cáncer de mama, basándose en 
el fenotipo CD44+CD24-45. Este fenotipo había sido identificado previamente 
como precursor de cáncer de mama, cuando inyectando únicamente 100 células 
CD44+/CD24- a ratones, éstos desarrollaban cáncer de mama. 
Posteriormente, la presencia de ALDH1 detectada mediante 
inmunohistoquímica se ha postulado como marcador de células madre tumorales 
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en diversos tumores sólidos, como cabeza y cuello, pulmón, hígado, páncreas, 
cérvix, ovario, mama, próstata, colon y vejiga.46 47 48 49 50 51 52 53 54 28 
Las células madre tumorales con alta cantidad de ALDH1 han 
demostrado tener mayor capacidad tumorogénica, realzando sus características 
de células madre, tanto in vitro como in vivo, comparado con aquellas células 
con baja actividad ALDH1, en tumores de cabeza y cuello, próstata, páncreas, 
pulmón, cérvix y vejiga. Valga como ejemplo el experimento de Ginestier et al55 
en ratones inmunodeprimidos. Cuando se trasplantaron 50.000 células de 
cáncer de mama ALDH1- no se formó ningún tumor, mientras que cuando se 
inyectaron 500 células ALDH1+, los tumores se desarrollaban en 40 días, 
demostrando así que las células madre tumorales de cáncer de mama ALDH1+ 
tenían mayor capacidad tumorogénica. Además, en un estudio de 577 pacientes 
con cáncer de mama, se encontró que pacientes con tumores ALDH1 positivos 
tenían una menor supervivencia global comparada con aquellos pacientes con 
tumores pobres en ALDH1. De manera similar, en dos estudios independientes 
se analizaron 163 y 269 pacientes con cáncer de próstata, encontrando que 
aquellos con alta expresión de ALDH1A1 presentaban una menor supervivencia 
global56.  
Hay discrepancias acerca del mal pronóstico de los tumores ricos en 
células ALDH1 en otros tumores, como es el caso del cáncer de ovario. Dos 
estudios realizados en 2009 y 2010 aportaron datos contradictorios. Se cree que 
estas diferencias pueden estar basadas en los distintos subtipos histológicos 
estudiados57 15. Asimismo, también en el año 2010, Rasheed et al describieron 
una relación entre la alta expresión de ALDH1 y un peor pronóstico en cáncer de 
páncreas58; un año más tarde se publicaron datos opuestos confiriendo mal 
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pronóstico a la baja expresión de ALDH150. En este caso, los autores sugieren 
como causa de la discordancia diferencias en la metodología de la técnica a la 
hora de cuantificar la ALDH1.  
 
6.1.2.3. EL PAPEL DE ALDH1 EN CÉLULAS MADRE NORMALES Y 
TUMORALES 
 
La vía de señalización del ácido retinoico se ha visto implicada en la 
diferenciación celular, tanto de células madre normales como en tumorales59 60 
61. El ácido retinoico y sus derivados están envueltos en muchos procesos 
fisiológicos importantes, como son la regulación de la expresión génica, la 
morfogénesis y el desarrollo. La aldehído deshidrogenasa es una de las cuatro 
enzimas que convierten el retinol (vitamina A) en ácido retinoico. Éste puede 
actuar sobre su receptor nuclear, uniéndose posteriormente al DNA formando 
heterodímeros, actuando en la regulación de la expresión génica y diferenciación 
celular62. 
Las enzimas ALDHs se reconocen como enzimas detoxificadoras 
importantes para proteger a las células de varios aldehídos, que de otra manera, 
serían tóxicos para ellas. Esta idea se ve apoyada por la evidencia de que 
deficiencias y polimorfismos de varias ALDHs pueden conducir a desarrollar 
ciertos fenotipos clínicos y enfermedades; algunos ejemplos de ello son la espina 
bífida (ALDH1A2)63, la hipertensión (ALDH2)64, el síndrome de Sjögren-Larsson 
(ALDH3A2)65 y algunos tipos de epilepsia (ALDH7A1)66. 
ALDH1A1 y ALDH3A1 ofrecen además protección a las células contra 
ciertos fármacos citotóxicos. Esto fue descrito por primera vez hace más de dos 
décadas, tanto en células madre hematopoyéticas como de leucemia tratadas 
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con ciclofosfamida. Ambas isoformas son capaces de convertir la ciclofosfamida 
a su producto inactivo, la carboxifosfamida67. Asimismo, se ha descrito en 
pacientes con cáncer de mama una mayor resistencia a la quimioterapia 
neoadyuvante con esquemas de epirrubicina y paclitaxel en aquellos tumores 
ALDH1+, con un menor número de respuestas patológicas completas en estos 
tumores en comparación con los ALDH1-68 
En cuanto a la radioterapia, varios trabajos relacionan la alta expresión 
de ALDH1 con la radiosensibilidad en tumores cervicales69 42Una de las hipótesis 
es que la expresión elevada de ALDH1 aumente la síntesis de ácido retinoico, lo 
cual podría inducir la apoptosis de las células tumorales tras radioterapia. 
Algunos estudios apuntan a que las células tratadas con ácido retinoico previo a 
la radioterapia, se convierten en radiosensibles63 
Otra hipótesis acerca de las funciones de ALDH1 es su capacidad para 
expandir las células madre. Algunos autores han demostrado que ALDH1A1 es 
capaz de inhibir la linfopoyesis y promover la mielopoyesis en modelos de 
ratón70.  Tanto en modelos de ratón como en humanos in vitro se ha visto que al 
inhibir ALDH1 se produce una expansión de la población de células madre 
hematopoyéticas71 42. Al inhibir ALDH1 se produce un retraso de la transición 
G0/G1, resultando en un mayor número de células madre hematopoyéticas en 
fase G0 que en fase G2/S/M. Por lo tanto, podríamos estar ante una diana 
terapéutica a la hora de conseguir expandir las células madre hematopoyéticas. 
El ácido retinoico se utiliza para inducir la remisión en la leucemia aguda 
promielocítica, ya que induce la diferenciación de las células leucémicas 
promielocíticas en neutrófilos72. Debido a los mecanismos de feedback negativos 
entre la actividad ALDH y el ácido retinoico, se podría pensar que tratando las 
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células con alta actividad ALDH1 con ácido retinoico, se podría observar una 
diferenciación de las células madre tumorales en otras menos agresivas73. De 
hecho, cuando se trata un modelo celular de cáncer de mama con ácido 
retinoico, los genes que sufren una downregulation son aquellos asociados a los 
procesos carcinogénicos, actividad metastásica y resistencia a drogas, y los 
sobreexpresados son los relacionados con la biosíntesis del tRNA, esencial para 
la síntesis de proteínas y la viabilidad celular60. Los hallazgos de esta 
investigación sugieren que el tratamiento con ácido retinoico induce la 
diferenciación de las células madre tumorales del cáncer de mama, y consigue 
disminuir la población de CMT. Además, otros estudios sugieren que tratando 
las CMT de cáncer de mama con ácido retinoico se induce una mayor quimio y 
radiosensibilidad, haciendo así a las CMT menos agresivas74. 
En cuanto a cáncer de pulmón se refiere, hay un estudio en líneas 
celulares que pone en evidencia una mayor sensibilidad a la ciclofosfamida al 
administrar ácido retinoico e inducir una downregulation de ALDH161 
En el año 2010 se publicó un ensayo clínico fase II en pacientes con 
cáncer no microcítico de pulmón estadio IIIB/IV en el que se randomizaron a 170 
pacientes a recibir quimioterapia con cisplatino-paclitaxel vs el mismo esquema 
de quimioterapia + ácido retinoico. Los pacientes en tratamiento con ácido 
retinoico obtuvieron una mayor tasa de respuesta (55.8% vs 25.4%; p=0.001) y 
una mayor supervivencia libre de progresión (8.9m vs 6m; p=0.008)75. Un estudio 
fase III se encuentra en marcha en la actualidad con el objetivo de confirmar 
estos resultados (NCT:01041833) 
Una hipótesis distinta a todo lo comentado anteriormente, es el papel de 
la ALDH1 como una proteína supresora de tumores. Esta idea surgió a raíz de 
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observar una menor expresión en ciertos tumores de pulmón que en los epitelios 
normales, tanto bronquiales como alveolares. En una reciente publicación se 
pone de manifiesto una downregulation de ALDH1 en una importante proporción 
de adenocarcinomas; dentro de estos, se vio con una mayor frecuencia en 
aquellos tumores de alto grado, con pobre diferenciación y con gran índice de 
proliferación. Además, a nivel de cultivos celulares de cáncer de pulmón, al 
reponer la expresión de ALDH1, el crecimiento de estas células se ve claramente 
disminuido76.  
Esta downregulation de ALDH1 se ve con mayor frecuencia en 
pacientes fumadores, poniendo de manifiesto su papel en la carcinogénesis 
inducida por tabaco. Al disminuir ALDH1 se produce una acumulación de 
acetaldehído intracelular procedente del humo del tabaco inhalado. El 
acetaldehído es un importante carcinógeno que produce adductos en el DNA 
causando cambios genéticos77. Así que, según esta teoría, ALDH1 actuaría 
como supresor tumoral, especialmente en la carcinogénesis inducida por tabaco. 
 6.1.2.4. DETECCIÓN DE CÉLULAS MADRE EN CÁNCER DE PULMÓN 
MEDIANTE EL ANÁLISIS INMUNOHISTOQUÍMICO DE ALDH1 
 
Hemos encontrado en la bibliografía seis trabajos en los que se 
determina mediante inmunohistoquímica la ALDH1 en NSCLC. La frecuencia 
con la que se determina la presencia citoplasmática de ALDH1 es bastante 
homogénea, encontrándose entre un 45 y un 68% de las muestras estudiadas78 
79 80 81 76, excepto en uno de los estudios que se describe en un 20%82. La 
población estudiada era heterogénea, en cuanto a extensión de la enfermedad y 
a los tratamientos recibidos posteriormente, lo cual puede enmascarar los 
resultados. El estudio que encontró un 20% de ALDH+ se realizó en 
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adenocarcinomas, que como veremos posteriormente, se asocian con una 
menor tasa de positividad de ALDH. 
Nosotros encontramos un 48% de tumores con ALDH1+ en el global 
de los tumores analizados, lo cual está en concordancia con los datos 
publicados. Sólo uno de esos trabajos analizó pacientes en estadio I que no 
hubieran recibido tratamiento adyuvante (los mismos criterios de inclusión que 
nuestro estudio), describiendo una positividad de ALDH1 de un 68.7%81. 
Aunque sabemos que en cáncer de pulmón, la actividad aldehído 
deshidrogenasa por citometría de flujo es equiparable a la detección por 
inmunohistoquímica, es cierto que la técnica de inmunohistoquímica, en general, 
tiene mayores diferencias interobservador78. Además, hemos encontrado 
diferencias entre las distintas definiciones de positividad. Ambos aspectos 
pueden explicar las diferencias encontradas entre los distintos artículos 
6.1.3. CD133 
 
También denominado prominina-1, se trata de un antígeno de 
superficie celular, formado por cinco dominios transmembrana y dos hélices 
extracelulares. A pesar de que su función biológica no es del todo conocida, 
sabemos que es coexpresado por las células progenitoras endoteliales y también 
por células stem hematopoyéticas, pero no por células endoteliales maduras ni 
por células mieloides83 
6.1.3.1. CD133 COMO MARCADOR DE CÉLULAS MADRE 
 
Desde que Yin et al84 describieron por primera vez que CD133 estaba 
presente en células madre hematopoyéticas CD34+, CD133 se convirtió en un 
marcador molecular para la identificación y separación de células madre, debido 
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a su característica de downregulation en las células diferenciadas. 
Posteriormente fue publicado el alto poder de clonogenicidad y de tasa de éxito 
en trasplante de las células CD133/CD3485. Además, Gallecher et al86 comunicó 
que en sangre de cordón humano, la población celular CD133+ era la única 
capaz de formar células CD34+. Además, las células CD133+ demostraron tener 
más capacidad de trasplante en ratones inmunodeprimidos que aquellas CD133-
. Esto ya ha sido probado en humanos y publicado en 2005, cuando se 
trasplantaron cinco pacientes utilizando células madre CD133+ de donantes no 
compatibles, sin observar reacciones letales agudas ni crónicas de enfermedad 
injerto contra huésped87.  
Además, al igual que otras proteínas de superficie características de 
células madre y precursoras, CD133 ha sido descrito en otros campos celulares 
distintos al sistema hematológico, incluyendo células precursoras endoteliales88, 
células madre cerebrales fetales89, células endoteliales embrionarias90, células 
madre epiteliales prostáticas91 y células musculares92. 
6.1.3.2. CD133 COMO MARCADOR DE CÉLULAS MADRE TUMORALES 
 
Singh et al93 comunicaron por primera vez la posibilidad de utilizar 
CD133 como marcador de CMT cerebrales. Demostraron que estas células 
tenían una mayor capacidad de proliferación, autorregeneración y diferenciación. 
Por otra parte, estas células podían diferenciarse en células tumorales 
cerebrales.  
Olempska et al94 publicaron que CD133 y ABCG2 estaban 
upregulados en líneas celulares de carcinoma pancreático, sugiriendo su papel 
como marcador de CMT pancreáticas. Hermann et al95 confirmaron la presencia 
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de células CD133 en tejido de cáncer de páncreas. Además, CMT de cáncer de 
colon y hepatocarcinoma humanos aisladas mediante el marcador CD133 
mostraron esa capacidad regenerativa, diferenciadora, clonogénica y 
proliferadora observada previamente in vitro. Además, cuando se inoculaban 
células CD133+ en ratones inmunodeficientes, estas células eran capaces de re-
originar el tumor original del que provenían96 97. 
 
6.1.3.3. DETECCIÓN DE CÉLULAS MADRE EN CÁNCER DE PULMÓN 
MEDIANTE EL ANÁLISIS INMUNOHISTOQUÍMICO DE CD133 
 
En el año 2008 se describió a la población de células CD133+ como 
una población tumorogénica en cáncer de pulmón98; las células de cáncer de 
pulmón CD133+ inoculadas en ratones inmunodeprimidos eran capaces de 
reproducir el tumor original, a diferencia de la población celular tumoral CD133-. 
Numerosos estudios se han publicado en los últimos cinco años 
utilizando CD133+ como marcador de CMT en cáncer de pulmón, lo cual ha dado 
lugar a la comunicación de tres metaanálisis a lo largo del año 201499 100 101. 
Centrándonos en cáncer de pulmón estadio I, cinco estudios han 
utilizado el marcador CD133 mediante inmunohistoquímica como método de 
detección de CMT81 102 103 82 78. Los casos CD133+ varían entre un 27 y un 51%. 
Nosotros encontramos una tasa de positividad de un 9%. Esta clara diferencia 
puede deberse a los diferentes anticuerpos utilizados; nosotros utilizamos un 
anticuerpo policlonal de Biorbyt, mientras que los otros cinco estudios utilizaron 
anticuerpos de Miltenyi Biotec y de Abcam. Además, los distintos puntos de corte 
a la hora de analizar la inmunohistoquímica, pueden ser los responsables de esta 
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variabilidad entre estudios. Se consideró como positivo desde >1% en algunos 
casos hasta >20% en otros casos. 
 
 
 
6.1.4. CO-EXPRESIÓN ENTRE ALDH1 Y CD133 
 
Debido a la dificultad para identificar CMT con métodos 
inmunohistoquímicos, parece lógico pensar que utilizar más de un marcador 
puede resultar clarificador. 
Como ya hemos comentado previamente, en cáncer de pulmón 
se han utilizado como marcadores de célula madre tumoral ALDH1, CD133, 
CD24, CD34, CD44, y β-catenina. 
Si ALDH1 y CD133 son ambos marcadores de CMT, deberíamos 
de poder identificarlos en las mismas células tumorales para poder realizar dicha 
aseveración. En nuestro estudio fueron marcadores independientes, es decir, 
ningún paciente con expresión de CD133 presentaba expresión de ALDH1, y es 
por ello que creemos que la correlación de estos dos marcadores no pueden ser 
utilizados para identificar CMT en NSCLC estadio I. 
Otros tres estudios han estudiado esta misma correlación. Tanto 
en el estudio de Sullivan et al como en el de Okudela et al. la expresión de CD133 
y ALDH1 fue independiente una de otra. Sólo en el estudio de Alamgeer se 
demostró una coexpresión de ambos marcadores en el 33% de los casos; 
además, los pacientes que sobreexpresaban CD133 y ALDH1 eran los que 
tenían la menor supervivencia libre de recaída y la menor supervivencia global. 
Es posible que las CMT expresen diferentes marcadores en 
distintos tumores o tipos histológicos, o en respuesta a distintas situaciones. 
 
 
- 64 - 
 
Puesto que la expresión de ALDH1 es más frecuente en carcinomas escamosos 
y el CD133 en adenocarcinomas, es posible que ambos marcadores no puedan 
ser utilizados en combinación para aislar CMT en el global de NSCLC.  
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6.2. CUANTIFICACIÓN Y VALORACIÓN DE LOS PATRONES DE 
EXPRESIÓN DE ALDH1 Y CD133 
 
Todos los estudios publicados acerca de la expresión de ALDH1 en 
distintos tumores, localizan esta enzima en el citoplasma. En nuestra serie, 
encontramos tres pacientes en los que la ALDH1 se expresaba en el núcleo104.  
Fuera del ámbito oncológico, únicamente se ha descrito la ALDH1 
en el núcleo en la córnea105. La expresión citoplasmática de ALDH1 en la córnea 
parece jugar un papel importante en la visión, el desarrollo embrionario y la 
neurotransmisión; también parece proteger al ojo del daño inducido por 
ultravioletas y tener asimismo un papel estructural. 
La hipótesis de que la expresión nuclear de ALDH1 pueda tener un 
papel como factor regulador de mitosis proviene de la observación de la relación 
inversa entre la expresión de ALDH1 y la tasa de proliferación celular. En la 
córnea se observa que una alta tasa de proliferación epitelial se asocia con una 
menor expresión de ALDH1, y que cuando se transfiere ALDH1, el epitelio 
corneal muestra una menor tasa de crecimiento y una mayor duración del ciclo 
celular. 
En consonancia con estos hallazgos descritos en la córnea, los tres 
pacientes que en nuestra serie expresaban ALDH1 en el núcleo, se encontraban 
vivos seis años después, sin tener otro factor pronóstico conocido en común. 
De los otros 37 pacientes con ALDH1 positivo, encontramos 
distintas formas de expresión citoplasmática. Una gran mayoría presentaba una 
expresión que denominamos en gradiente, que se caracterizaba por tener 
grupos de células de mayor intensidad en el centro del grupo de células positivas 
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que en la periferia; otro pequeño grupo de pacientes presentaba una expresión 
difusa de ALDH1, y el resto no tenía un claro patrón definido, expresándose bien 
en grupos focales o bien en forma de células aisladas repartidas por el tumor. 
Esta diferencia en las formas de expresión citoplasmática no ha 
sido descrita previamente; únicamente Gamallo C et al. encontraron que en 6 
casos de carcinomas epidermoides de laringe sometidos a cirugía, la expresión 
difusa se asoció a tumores pobremente diferenciados y a una buena respuesta 
al tratamiento con radioterapia (datos no publicados) 
Desconocemos si estas distintas formas de expresión 
citoplasmáticas pueden jugar algún papel en las funciones de ALDH1.  
En el caso de CD133 la expresión de membrana fue difusa en todos 
los casos, y no está descrita en la bibliografía ninguna forma específica de 
expresión. 
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6.3. ANÁLISIS DE LOS PATRONES DE EXPRESIÓN CON LAS 
DISTINTAS VARIABLES CLINICOPATOLÓGICAS Y CON LA 
SUPERVIVENCIA. 
 
6.3.1. EXPRESIÓN NUCLEAR DE ALDH1 
 
Como ya comentamos previamente, es la primera vez que se 
describe la expresión nuclear de ALDH1. En cuanto a su relación con las 
variables clinicopatológicas, los tres pacientes eran varones; no encontramos 
relación con el hábito tabáquico (un paciente era fumador, otro ex fumador y el 
tercero no fumador) ni con el tipo histológico (uno era adenocarcinoma, otro 
carcinoma escamoso y el tercero mucoepidermoide). Tampoco con el grado de 
diferenciación del tumor. Sin embargo, los tres eran tumores pequeños (menores 
de 2 centímetros) y ninguno de ellos presentaba invasión de pleura visceral. 
Los tres pacientes continúan libre de enfermedad en la actualidad, 
con un tiempo mínimo de seguimiento de 60 meses. 
La hipótesis de que la expresión nuclear de ALDH1 tenga un papel 
como factor regulador de mitosis puede estar detrás de este buen pronóstico. 
 
6.3.2. EXPRESIÓN CITOPLASMÁTICA DE ALDH1 
 
Seis artículos han analizado previamente el papel de la expresión 
citoplasmática de ALDH1 en NSCLC detectado por inmunohistoquímica, así 
como su relación con algunas variables clinicopatológicas: (Tabla 38) 
- Sexo: tres estudios habían estudiado la relación entre el sexo y la 
expresión de ALDH1 sin encontrar diferencias; nuestro trabajo es el primero que 
establece una relación positiva entre el sexo varón y la expresión de ALDH1.  
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- Edad: no existe relación entre la edad al diagnóstico del cáncer de 
pulmón y la expresión de ALDH1. En nuestra serie encontramos una media de 
edad al diagnóstico de 63 años en el caso de ALDH1- y 66 años en el caso de 
ALDH1+; este dato no está especificado en el resto de estudios. 
- Hábito tabáquico: el estudio de Li et al. relacionó la exposición al 
tabaco con la expresión de ALDH1. Sabemos que el cáncer de pulmón está 
asociado al tabaco, y que éste contiene ciertos carcinógenos, entre ellos, 
aldehídos. Los autores de este estudio sugieren que los fumadores expresan 
una mayor cantidad de ALDH1 para así catalizar su oxidación en ácidos 
carboxílicos. Esta hipótesis contrasta con lo que describen Okudela et al. en su 
publicación: existe una downregulation de ALDH1 en fumadores, en especial en 
adenocarcinomas; según esto, los carcinógenos del tabaco alterarían la 
expresión de ALDH1, provocando así una acumulación intracelular de aldehídos. 
Estos aldehídos son capaces de formar adductos en el DNA induciendo la 
formación de mutaciones genéticas. Según esto, ALDH1 podría actuar como una 
proteína supresora de tumores, en especial en la carcinogénesis inducida por 
tabaco. En el resto de trabajos publicados no se ha visto relación entre el hábito 
tabáquico y la expresión de ALDH1, en consonancia con nuestro estudio. 
- Tamaño tumoral: no existe relación entre el tamaño tumoral y la 
expresión de ALDH1 en ninguno de los artículos publicados hasta ahora.  
- Tipo histológico: acorde con lo publicado hasta ahora, en nuestro 
estudio encontramos una mayor expresión de ALDH1 en los carcinomas 
escamosos que en los adenocarcinomas (68% vs 34%; p=0.004).  
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- Grado histológico: la única relación descrita entre el grado y la 
expresión de ALDH1 fue publicada por Okudela et al, encontrando un mayor 
porcentaje de carcinomas bien diferenciados. 
- Invasión de pleura visceral: a pesar de ser factor pronóstico en 
NSCLC, nunca antes se había estudiado su relación con la expresión de ALDH1. 
En nuestra serie, no encontramos diferencias entre los tumores ALDH1+ y 
ALDH1- 
- Supervivencia: tras observarse en cultivos celulares que las células 
ALDH1+ poseían propiedades de stem-cell,  favorecían el desarrollo y progresión 
del cáncer de pulmón y tenían mayor capacidad para migrar, se adoptó la 
hipótesis de que los pacientes con expresión de ALDH1 tendrían un peor 
pronóstico. Así ha sido descrito en varias publicaciones al respecto, donde se 
demuestra una menor supervivencia en pacientes ALDH1+. 
En nuestra serie, como en el estudio de Okudela et al. no existen 
diferencias ni en la supervivencia libre de recaída ni en la supervivencia global 
entre los pacientes ALDH1+ y ALDH1-. Puesto que en el epitelio bronquial y 
alveolar no tumoral se puede observar expresión de ALDH1, el hecho de que 
algunos tumores pierdan la expresión de ALDH1 se ha postulado como 
mecanismo carcinógeno en el pulmón. En esta misma publicación se hace 
alusión al trabajo de Patel et al, y cotejando los datos con la publicación original, 
encontramos que, contraria a esta hipótesis, hay un aumento significativo en la 
expresión de ALDH1 en la transición desde neumocitos normales a neumocitos 
atípicos, y que este aumento persiste a través de la transformación maligna hasta 
adenocarcinoma invasivo106.  
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Como ya hemos comentado previamente, ALDH1 cataliza la oxidación 
del retinol en ácido retinoico, induciendo una detención del crecimiento y de la 
diferenciación. Esta detención en el crecimiento fue demostrada en líneas 
celulares de cáncer de próstata silenciando epigenéticamente la expresión de 
ALDH1, a través de hipermetilación de su promotor107. Por ello, parece razonable 
considerar que la pérdida de expresión de ALDH1 pueda promover la 
carcinogenésis a través de este mecanismo. 
Otro estudio publicado recientemente describe la expresión de ALDH1 
como factor de buen pronóstico en NSCLC108. La metodología utilizada difiere 
de los trabajos expuestos con anterioridad y con el nuestro, puesto que en este 
caso, la técnica utilizada para medir la expresión de ALDH1 fue la 
inmunofluorescencia. 
Asimismo, la expresión de ALDH1 se ha asociado a buen pronóstico 
en otros tumores, como en el cáncer de ovario o en el cáncer de páncreas15 50 
Puede ser que la ALDH1 tenga distintas funciones en los diferentes 
órganos y tumores, e incluso dentro de un mismo órgano en los distintos tipos 
histológicos. Además, desconocemos también la diferencia de función en 
relación a la localización de su expresión (núcleo o citoplasma), así como las 
distintas formas de expresión citoplasmáticas que hemos descrito en nuestro 
estudio. 
Es importante destacar que la forma en la que se ha detectado ALDH1 
es distinta en los diferentes artículos publicados, utilizando diversos anticuerpos 
y distintos puntos de corte para la definición de su positividad. Esto dificulta la 
interpretación de los resultados y puede explicar la heterogeneidad en los 
mismos.  
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Tabla 38: Relación entre la expresión de ALDH1 y las variables clinicopatológicas 
en las distintas publicaciones en NSCLC y en nuestra serie. 
 Sexo Edad Háb. 
tabáquico 
Tamaño 
tumoral 
Tipo 
histológ. 
Grado Invasión 
pleura 
SLR SG 
Alamgeer 
et al81. 
2013 
 
SD 
 
SD 
 
SD 
 
SD 
 
Carcinoma 
escamoso 
 
NR 
 
NR 
 
 
 
Okudela 
et al82. 
2012 
 
NR 
 
NR 
 
NR 
 
NR 
 
NR 
 
NR 
 
NR 
 
 
 
NR 
Li et al79. 
2011 
 
NR 
 
NR 
 
Fumador 
 
SD 
 
NR 
 
SD 
 
NR 
 
NR 
 
Zenke et 
al80. 2013 
 
NR 
 
NR 
 
NR 
 
NR 
 
NR 
 
NR 
 
NR 
  
NR 
Okudela 
et al76. 
2013 
 
SD 
 
SD 
 
No 
fumad 
 
SD 
 
Carcinoma 
escamoso 
 
Bien 
diferenc 
 
NR 
 
SD 
 
SD 
Sullivan 
et al78. 
2010 
 
SD 
 
SD 
 
SD 
 
NR 
 
Carcinoma 
escamoso 
 
NR 
 
NR 
 
NR 
 
López et 
al 
♂  
SD 
 
SD 
 
SD 
Carcinoma 
escamoso 
 
SD 
 
SD 
 
SD 
 
SD 
SLR: supervivencia libre de recaída; SG: supervivencia global; NR: no reportado; 
SD:   sin diferencias 
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6.3.3. EXPRESIÓN DE CD133 
 
Las numerosas publicaciones acerca de la expresión de CD133 en 
NSCLC han dado lugar a la publicación de tres metaanálisis en los últimos dos 
años99 100  
Centrándonos en el estadio I, cinco estudios han explorado el papel del 
CD133 en el pronóstico de la enfermedad (Tabla 39). En consonancia con el 
resto de datos publicados, en nuestra serie de casos no encontramos relación 
entre la expresión de CD133 y la edad media al diagnóstico, el sexo, el tamaño 
y el grado de diferenciación. Por primera vez, analizamos la relación con la 
invasión pleural, sin encontrar tampoco diferencias. En cuanto al tipo histológico, 
y al igual que en los estudios de Alamgeer y Sullivan, observamos una mayor 
expresión de CD133 en adenocarcinomas; es más, en nuestra serie, los siete 
casos positivos eran todos adenocarcinomas. 
Ninguno de estos siete pacientes CD 133+ sufrió una recaída. A pesar 
de que esto no impactó en un aumento en supervivencia, es importante destacar 
que este grupo de pacientes no ha alcanzado todavía la mediana en 
supervivencia global.  
Este resultado se opone al publicado por Okudela y Woo; en sus 
estudios la expresión de CD133 se relacionó con una disminución en la 
supervivencia libre de recaída. Los datos en supervivencia global no han sido 
reportados hasta la fecha. Tal y como hemos comentado previamente, una 
posible explicación para esta diferencia es la diversidad en los anticuerpos 
utilizados para la detección de CD133, así como los niveles de positividad para 
la evaluación de CD133. Ambos estudios cuentan con más del doble de casos 
que nuestra serie, algo que también puede influir en los resultados. 
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En el resto de estudios en NSCLC estadio I no se ven diferencias ni en 
supervivencia libre de recaída ni en supervivencia global en función de la 
expresión de CD133. 
Tanto Wu et al como Wang et al describen en sus correspondientes 
metaanálisis una menor supervivencia global en NSCLC con expresión de 
CD133. Resulta llamativo que en estos mismos trabajos no se observe asimismo 
una relación entre CD133 y una menor supervivencia libre de recaída. Ambos 
metaanálisis tienen ciertas limitaciones, como la heterogeneidad de los estudios 
incluidos, con pacientes en estadio I hasta el IV, los tratamientos adyuvantes 
recibidos,  la forma de calcular los riesgos relativos y los distintos valores de corte 
para determinar la expresión de CD133. 
A pesar de que en múltiples estudios se ha descrito CD133 como 
marcador de CMT, un mayor conocimiento acerca de la función de esta proteína, 
podría ser de gran ayuda para aclarar su papel como factor pronóstico en cáncer 
de pulmón. 
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Tabla 39: Relación entre la expresión de CD133  y las variables 
clinicopatológicas en las distintas publicaciones en NSCLC estadio I y en nuestra 
serie 
 Sexo Edad Háb. 
tabáquico 
Tamaño 
tumoral 
Tipo 
histológ. 
Grado Invasión 
pleura 
SLR SG 
Alamgeer 
et al81. 
2013 
 
SD 
 
SD 
 
SD 
 
SD 
 
Adenocarc 
 
NR 
 
NR 
 
SD 
 
SD 
Okudela 
et al82. 
2012 
 
NR 
 
NR 
 
NR 
 
NR 
 
NR 
 
NR 
 
NR 
 
 
 
NR 
Li F et 
al102. 2011 
 
SD 
 
SD 
 
SD 
 
SD 
 
SD 
 
SD 
 
NR 
 
SD 
 
NR 
Woo et 
al103. 2011 
 
NR 
 
NR 
 
NR 
 
NR 
 
NR 
 
NR 
 
NR 
  
NR 
Sullivan 
et al78. 
2010 
 
SD 
 
SD 
 
No fumad 
 
SD 
 
Adenocarc 
 
SD 
 
NR 
 
SD 
 
SD 
López et 
al 
 
SD 
 
SD 
 
SD 
 
SD 
 
Adenocarc 
 
SD 
 
SD 
 
SD 
 
SD 
SLR: supervivencia libre de recaída; SG: supervivencia global; NR: no reportado; 
SD: sin diferencias 
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6.4. ANÁLISIS DE LA RELACIÓN ENTRE EXPRESIÓN DE ALDH1 
Y CD133 CON MUTACIONES EN EGFR EN 
ADENOCARCINOMAS 
 
No hay ninguna publicación hasta la fecha que haya explorado la relación 
entre la expresión de estos dos marcadores de CMT y las mutaciones de EGFR. 
En nuestra serie, ninguno de los pacientes con EGFR mutado presenta 
positividad para ALDH1; tres de ellos eran CD133+.  
El receptor del factor de crecimiento epidérmico se encuentra en la 
superficie celular y se activa mediante la unión de sus ligandos específicos; tras 
la activación del factor de crecimiento por sus ligandos, el EGFR sufre una 
transformación de una forma monomérica inactiva a una forma dimérica activa. 
La dimerización del EGFR estimula la actividad intrínseca de la proteína 
intracelular tirosina quinasa. Así, se activan las cascadas de transducción de 
varias señales que conducen a la síntesis de ADN y a la proliferación celular.  
Las dos mutaciones más frecuentes en EGFR son la deleción del exón 
19 y la sustitución de leucina por arginina en el exón 21 L858R; representan más 
del 90% de las mutaciones, y afectan al dominio tirosín kinasa del receptor. 
Estudios previos en líneas celulares de cáncer de pulmón y en ratones 
transgénicos han mostrado que estas mutaciones en EGFR confieren potencial 
oncogénico109 110. 
En pacientes con NSCLC en estadio IV, las mutaciones en EGFR se 
asocian con un mejor pronóstico, además de ser factor predictor de respuesta a 
los tratamientos con inhibidores tirosín quinasa (TKIs) (erlotinib, gefitinib)111 112. 
En pacientes con NSCLC en estadios iniciales hay menos datos al respecto, 
tanto de su papel como factor pronóstico como del posible beneficio de los TKIs 
en el ámbito de la adyuvancia del cáncer de pulmón.  
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Algunos factores clínicos, como son el sexo femenino, pacientes no 
fumadores, etnia asiática e histología de adenocarcinoma son los parámetros 
encontrados con mayor frecuencia con las mutaciones activadores en el dominio 
tirosín-quinasa de EGFR113 114 115 
Cuatro ensayos clínicos prospectivos, todos ellos realizados en 
pacientes asiáticos, habían demostrado que tanto gefitinib113 116 117 como 
erlotinib118 en primera línea versus quimioterapia, aumentaba la supervivencia 
en los pacientes mutados. 
En febrero del 2012 se publicó el primer ensayo clínico fase III en 
pacientes de raza blanca en el que se randomizaba a los pacientes a recibir 
erlotinib frente a quimioterapia estándar (cisplatino + docetaxel o cisplatino + 
gemcitabina, a criterio del investigador) en primera línea en pacientes con 
NSCLC en estadio IV y mutaciones en EGFR112. Fue un estudio diseñado por el 
Grupo Español de Cáncer de Pulmón, en el que participaron más de 40 
hospitales en España, Francia e Italia. Se incluyeron un total de 174 pacientes, 
de los cuales 115 eran portadores de la deleción en el exón 19 y 58 pacientes 
presentaban la mutación en el exón 21. Los pacientes que recibieron erlotinib 
tuvieron una mayor supervivencia libre de progresión (9.7 meses vs 5.2 meses; 
HR 0.37; 95% CI 0.25-0.54; p<0.0001). Los subgrupos de pacientes que más se 
beneficiaron de recibir erlotinib fueron los no fumadores, aquellos con 
performance status 0-1, adenocarcinomas y con la deleción en el exón 19.  
Casi un 80% de los pacientes en el brazo de la quimioterapia recibió 
tratamiento con un TKI posteriormente; puede ser éste el motivo por el que no 
se alcanzó la diferencia en supervivencia global entre los dos grupos (19.3 
meses vs 19.5 meses; HR 1.04. 95% CI 0.65-1.68; p=0.87).  
 
 
- 77 - 
 
La mayor serie de casos de NSCLC en estadios iniciales en la que se ha 
realizado el análisis de mutaciones de EGFR fue publicado a finales del 2012119. 
1118 pacientes diagnosticados de adenocarcinoma de pulmón en estadios I-III 
participaron en este análisis; los resultados se obtuvieron previo al inicio del 
tratamiento adyuvante. Algunos pacientes con mutaciones en EGFR fueron 
tratados con TKIs durante dos años, tras recibir además el tratamiento estándar 
con quimioterapia basada en platino. Un 20% del total presentaban mutaciones 
en EGFR, y acorde con lo que ocurre en la enfermedad metastásica, estas 
mutaciones fueron más frecuentes entre los no fumadores. 
Los pacientes con mutaciones en EGFR presentaban una mayor 
supervivencia global (HR 0.51; 95% CI 0.34-0.76, p<0.001). Además, aquellos 
pacientes que recibieron TKIs durante la adyuvancia, presentaban una mayor 
supervivencia libre de enfermedad (HR 0.43; 95% CI: 0.26-0.72, p=0.001), 
aunque no alcanzaron una mayor supervivencia global estadísticamente 
significativa. Un 73% de los pacientes portadores de la mutación en EGFR 
presentaban un estadio I, un 14% un estadio II y un 13% un estadio III. 
Posteriormente, Izar et al120 llevaron a cabo un análisis retrospectivo en 
pacientes con NSCLC estadio I sometidos a resección quirúrgica, analizando 
tasas de recidiva, supervivencia libre de enfermedad y supervivencia global en 
pacientes con mutación en EGFR frente a wild type. Ninguno de ellos había 
recibido terapia adyuvante. Con este tipo de análisis, como es el nuestro, es 
posible examinar el valor pronóstico puro del status mutacional de EGFR en 
estadios iniciales de NSCLC. 307 pacientes fueron incluidos en este estudio, el 
20% de ellos eran portadores de una mutación EGFR. Es importante destacar 
que más del 95% eran población blanca. La presencia de mutaciones EGFR se 
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asoció con una menor tasa de recurrencia (9.7% versus 21.6%;p=0.03), una 
mayor supervivencia libre de enfermedad (8.8 vs 7 años; p=0.0085) y una mayor 
supervivencia global a los cinco años (98% versus 73%;p=0.003). Las 
mutaciones más frecuentemente observadas fueron la L858R y deleciones en el 
exón 19, presentes en el 48% y en el 39% de los casos respectivamente. La gran 
mayoría de los pacientes tenía una única mutación, pero en dos pacientes se 
observaron dos mutaciones simultáneas (T790 + L858R y T790 + del19). 
En nuestra muestra, encontramos un 13% de mutaciones EGFR, lo cual 
se encuentra en el rango descrito en la enfermedad metastásica. Dentro de los 
parámetros clínicos hay que destacar que la mayoría de ellos eran mujeres y no 
fumadoras. Las dos mutaciones presentes en nuestros pacientes fueron L858R 
y del19. Aunque no encontramos diferencias estadísticamente significativas, hay 
una tendencia a que los pacientes con EGFR wild type fallezcan por cáncer de 
pulmón comparado con los pacientes con mutaciones en EGFR, que suelen 
fallecer por otra causa (88% vs 25%; p=0.067). Es posible que nuestros 
resultados se vean enmascarados por el pequeño tamaño.  
Ninguno de los pacientes con mutación en EGFR tenía expresión 
citoplasmática de ALDH1; no hemos encontrado nada publicado al respecto, 
pero si tenemos en cuenta que las mutaciones EGFR confieren un mejor 
pronóstico a estos pacientes, es de esperar que carezcan de marcadores de 
CMT. A pesar de que todos los pacientes con mutación EGFR eran ALDH-, esta 
diferencia no resultó significativa, debido al gran número de casos ALDH- entre 
el grupo de adenocarcinomas. 
Lo único que hay explorado al respecto es el marcador ALDH1 como 
mecanismo de resistencia a inhibidores tirosín-kinasa. Huang et al121 
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demostraron en líneas celulares de NSCLC con mutación EGFR, que las células 
ALDH1+ eran más resistentes a gefitinib que las ALDH-. Además, en esta misma 
publicación, mostraron los datos del análisis del líquido pleural de diez pacientes 
naive de tratamiento antitumoral, seis resistentes a TKIs y seis resistentes a 
quimioterapia. Cuando analizaron la expresión de ALDH1, observaron que había 
una mayor proporción de células ALDH1+ en las muestras de pacientes 
resistentes a TKI y quimioterapia. 
Hasta ahora se habían descrito como mecanismo de resistencia adquirida 
a TKIs, la activación de PI3K/Akt, la amplificación de MET, y la transición epitelio-
mesénquima. Es posible que estemos frente a otra forma de resistencia 
adquirida a inhibidores tirosin-kinasa, como es la expresión de marcadores de 
CMT y que la célula tumoral sea capaz de expresarlos en su empeño de evadir 
a los tratamientos antitumorales.  
En el año 2011 Travis et al122 publicaron la nueva clasificación de 
adenocarcinomas de pulmón, en la que, brevemente, se clasifican en: 
 Adenocarcinoma in situ: tumores menores de 3 cm con patrón 
lepídico puro, sin invasión linfática, vascular ni pleural, y sin 
necrosis tumoral. Se subdivide en mucinoso, no mucinoso y mixto, 
en función de la presencia o ausencia de mucina intracelular. 
 Adenocarcinoma mínimamente invasivo: tumores menores de 3 cm 
con patrón predominantemente lepídico y con <5 mm de invasión 
estromal, y sin invasión linfática, vascular ni pleural, y sin necrosis 
tumoral. Se subdivide en mucinoso, no mucinoso y mixto.  
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 Adenocarcinoma infiltrante: identificando la infiltración mediante 
tres parámetros: estroma miofibroblástico activo, invasión 
linfovascular o pleural y patrón histológico distinto al lepídico. Se 
clasifican según su patrón predominante en: lepídico (antes CBA, 
invasión >5mm), acinar, papilar, micropapilar y sólido, y otras 
variantes (mucinoso, coloide, fetal y enteroide) 
 
Los pacientes con adenocarcinoma in situ tienen una supervivencia libre 
de enfermedad a los 5 años de un 100%, y aquellos con adenocarcinoma 
mínimamente invasivo prácticamente también. Además, los adenocarcinomas 
infiltrantes con patrón predominantemente lepídico tienen un pronóstico muy 
favorable.  
Recientemente se ha publicado que aquellos adenocarcinomas 
infiltrantes con >50% de patrón lepídico no recaen, los que tienen entre 10-50% 
de patrón lepídico tienen un riesgo de recidiva intermedia y aquellos con <10% 
de patrón lepídico tienen el mayor riesgo de recaída123. El porcentaje de patrón 
lepídico es inversamente proporcional a la extensión del componente invasivo. 
Por ello, un mayor porcentaje de patrón lepídico se correlaciona con un mejor 
pronóstico, puesto que la recaída se relaciona con la extensión del patrón 
infiltrante. Es más, ya hay autores que abogan por un cambio en la clasificación 
TNM, teniendo en cuenta para el tamaño tumoral únicamente el componente 
infiltrante. 
Entre los patrones de adenocarcinoma infiltrante los que presentan un 
peor pronóstico son el sólido y el micropapilar. 
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Acorde con los datos publicados, en nuestra serie de pacientes, aquellos 
con adenocarcinoma infiltrante con componente lepídico recayeron la mitad que 
aquellos sin componente lepídico. Además, ninguno de los pacientes con >50% 
de componente lepídico sufrió una recaída. 
Nunca se ha estudiado la relación entre la expresión de ALDH1 y CD133 
y la presencia de componente lepídico, ni tampoco con los distintos subtipos de 
adenocarcinoma. En nuestro análisis, no existe una relación significativa entre la 
expresión de estos marcadores y el componente lepídico, ni con el predominio 
de ningún subtipo de adenocarcinoma. Partiendo de la hipótesis de que ALDH1 
y CD133 se asocian a un peor pronóstico, cabría de esperar su ausencia en los 
adenocarcinomas con extenso componente lepídico, pero esto no ha sido 
demostrado hasta la fecha.  
En los últimos meses se han publicado varios trabajos que intentan 
relacionar los subtipos histológicos de adenocarcinoma según la última 
clasificación del 2011 y el status mutacional EGFR124. Los subtipos que con 
mayor frecuencia se asocian a mutaciones en EGFR son el adenocarcinoma in 
situ, el mínimamente invasivo y el infiltrante con patrón predominantemente 
lepídico. ( hasta 60-70%), seguidos por el adenocarcinoma infiltrante con patrón 
predominantemente acinar y papilar (entorno al 50%). Además, el 
adenocarcinoma infiltrante mucinoso prácticamente nunca se asocia a mutación 
en EGFR. Dentro de los adenocarcinomas EGFR wild-type, el patrón 
predominante es el infiltrante acinar125. En consonancia con los datos 
publicados, en nuestra serie, los subtipos de adenocarcinoma con presencia de 
mutación EGFR fueron el predominantemente lepídico, el acinar y el papilar.  
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7. CONCLUSIONES 
 
1. No encontramos co-expresión de ALDH1 y CD133 en ninguno de 
nuestros pacientes. Por ello, no hemos conseguido identificar CMT en 
NSCLC estadio I utilizando como marcadores ALDH1 y CD133. 
 
2. ALDH1 en NSCLC estadio I se expresa tanto en el núcleo como en el 
citoplasma; en el citoplasma existen varios patrones de expresión, 
entre ellos, en gradiente y difuso. CD133 tiene expresión de 
membrana de forma difusa. No existe co-expresión entre los dos 
marcadores. 
 
 
3. La expresión de ALDH1 en NSCLC estadio I es más frecuente en 
varones, y dentro del grupo de carcinomas escamosos se asocia a 
tumores más pequeños. La expresión citoplasmática de ALDH1 no 
influye en la supervivencia de los pacientes. La expresión nuclear de 
ALDH1 puede estar relacionada con un mejor pronóstico. La expresión 
de CD133 se relaciona con una menor tasa de recaídas. 
 
4. ALDH1 y CD133 no se asocian con la presencia de mutaciones en 
EGFR en adenocarcinomas. Tampoco se asocian con ninguno de los 
subtipos histológicos de adenocarcinoma ni con la presencia del 
patrón lepídico.  
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